Propriétés de la synapse cortico-sous-thalamique : étude optogénétique chez le rongeur by Froux, Lionel
Proprie´te´s de la synapse cortico-sous-thalamique : e´tude
optoge´ne´tique chez le rongeur
Lionel Froux
To cite this version:
Lionel Froux. Proprie´te´s de la synapse cortico-sous-thalamique : e´tude optoge´ne´tique chez




Submitted on 30 Jun 2015
HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.
L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destine´e au de´poˆt et a` la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publie´s ou non,
e´manant des e´tablissements d’enseignement et de






THÈSE PRÉSENTÉE  




L’UNIVERSITÉ DE BORDEAUX 
 




Par Lionel FROUX 
 
 
Propriétés de la synapse cortico-sous-thalamique : étude 
optogénétique chez le rongeur 
 
 





Soutenue le 7 Novembre 2014 
 
 
Membres du jury : 
 
M. GROC, Laurent Directeur de recherche CNRS, Bordeaux Président 
M. HERVE, Denis Directeur de recherche INSERM, Paris Rapporteur 
M. GUBELLINI, Paolo Chargé de recherche CNRS, Marseille Rapporteur 
M. MAURICE, Nicolas Chargé de recherche CNRS, Marseille Examinateur 
M. PALFI, Stéphane Professeur universitaire Univ. Paris 12, Paris Examinateur 
M.LANCIEGO, José Luis Professeur universitaire Univ. de Navarra, Pampelune Invité 
Mme TAUPIGNON, Anne Maître de conférences Univ. de Bordeaux, Bordeaux Directrice de thèse 
 
Unité de recherche 
Institut des Maladies Neurodégénératives – CNRS UMR 5293 – 146 rue Léo Saignat – 33076 
BORDEAUX Cedex 
Propriétés de la synapse cortico-sous-thalamique : étude optogénétique chez le rongeur 
Les ganglions de la base (GB) forment un réseau de structures sous-corticales impliquées dans la 
motricité volontaire, mais aussi dans des aspects plus cognitifs et motivationnels du comportement moteur. La 
dopamine est un neuromodulateur essentiel au bon fonctionnement de ce réseau.  
La synapse cortico-sous-thalamique (cortico-NST) est une synapse glutamatergique (excitatrice) 
transmettant les informations corticales au noyau sous-thalamique (NST), ce qui forme la première partie d’une 
des trois voies des GB : la voie hyperdirecte.  
La voie cortico-NST est impliquée dans des tâches de type « go-no-go » (arrêt d’un acte moteur débuté) 
et dans les effets bénéfiques de la stimulation cérébrale profonde du NST sur les symptômes de la maladie de 
Parkinson. Cependant, les propriétés des synapses cortico-NST ne sont pas connues. Ce manque d’informations 
provient, en partie, de l’anatomie particulière de cette voie, qui rend l’étude in vitro de la synapse cortico-NST 
difficile.  
L’utilisation de l’optogénétique nous a permis de contourner ce problème. En associant cette technique à 
l’électrophysiologie sur tranches de cerveaux de rongeur, nous avons mis en évidence un effet inhibiteur des 
récepteurs dopaminergiques D5 sur la transmission cortico-NST. Nous montrons également que les propriétés de 
plasticité à court terme de cette synapse lui permettent de réduire l’influence des messages corticaux à haute 
fréquence sur le NST.  
Les résultats obtenus au cours de cette thèse montrent que l’optogénétique est un bon moyen d’étudier la 
synapse cortico-NST in vitro et contribuent à améliorer la compréhension des propriétés de la cette synapse. 
 
Mots-clés : ganglions de la base, noyau-sous-thalamique, voie hyperdirecte, récepteur D5, optogénétique, patch-
clamp.  
 
Properties of the cortico-subthalamic synapse: an optogenetic study 
Basal ganglia (BG) are a group of subcortical nuclei involved in action selection and in cognitive and 
motivational aspects of motor behavior. Dopamine is essential for proper functioning of BG. 
The cortico-subthalamic (cortico-STN) synapse is a glutamatergic (excitatory) synapse involved in signal 
transmission from cortex to subthalamic nucleus (STN). The cortico-STN synapse is the first synapse in the 
hyperdirect pathway, one of the three pathways of BG.  
Even if the cortico-STN pathway is involved in “go-no-go” tasks (stopping of an already started motor 
act) and in the beneficial effects of the high frequency stimulation of the STN on Parkinsonian symptoms, 
properties of the cortico-STN synapse are not well described. The lack of data is due, at least in part, to the 
specific anatomy of the cortico-STN pathway which does not allow the use of standard methods in vitro. 
The use of optogenetics allowed us to circumvent this issue. By coupling this approach with 
electrophysiology on brain slices in rodents, we show that dopaminergic D5 receptors stimulation reduces 
glutamatergic transmission at cortico-STN synapses. We also show that short-term plasticity properties of this 
synapse reduce the influence of high frequency cortical inputs on the STN. 
Our findings indicate that optogenetics enables studying the cortico-STN synapse in vitro and contributes 
to improving our knowledge of the properties of the synapse. 
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L’objectif de ma thèse est de contribuer à l’étude des propriétés de la synapse cortico-
sous-thalamique. 
Nous avons émis l’hypothèse que la synapse cortico-sous-thalamique est contrôlée par 
la dopamine via les récepteurs D5. Nous avons examiné si les récepteurs D5 étaient capables 
de moduler la transmission glutamatergique en agissant sur les récepteurs AMPA, contrôlant 
ainsi la transmission excitatrice rapide de cette synapse. Nous avons aussi voulu mettre en 
évidence les propriétés de plasticité à court terme de cette synapse, pour mieux comprendre 
comment elle transmet l’information corticale. 
Afin d’étudier spécifiquement cette synapse, nous avons mis en place une approche 
expérimentale faisant appel à l’optogénétique, associée à la technique de patch-clamp en 
cellule entière sur des tranches sagittales de cerveau de rongeur.  
 
 
La première partie du mémoire est un rappel du contexte scientifique dans lequel 
s’inscrit l’étude. Trois thèmes principaux y sont abordés : les ganglions de la base et la 
dopamine, la synapse cortico-sous-thalamique, et la plasticité synaptique à court terme.  
 
La seconde partie appelée « démarche scientifique » présente une synthèse des éléments 
bibliographiques justifiant notre étude, les objectifs de la thèse, les questions posées et les 
moyens mis en œuvre pour répondre à ces questions. 
 
La troisième partie se concentre sur l’ensemble des techniques utilisées au cours de la 
thèse, tout en abordant la démarche expérimentale utilisée.  
 
La quatrième partie regroupe l’ensemble des résultats obtenus pendant la thèse, 
présentés sous la forme d’un article scientifique en préparation.  
 
La cinquième partie récapitule les différents résultats obtenus et replace ces derniers 
dans leur contexte scientifique. Les limitations techniques rencontrées et les perspectives 
ouvertes au cours de la thèse y sont également abordées. 




En annexe sont présentés les articles publiés auxquels j’ai contribués, les 
communications que j’ai faites, ainsi que les formations que j’ai suivies. 
 





1. LES GANGLIONS DE LA BASE 
1.1. Rôle des ganglions de la base 
Les ganglions de la base (GB) constituent avec le thalamus les noyaux gris centraux. Ils 
forment un réseau de structures sous-corticales interconnectées, intégrées à des boucles 
cortico-thalamo-corticales et impliquées dans la motricité volontaire, mais aussi dans des 
aspects plus cognitifs et motivationnels du comportement moteur. Cet ensemble de structures 
est présent chez la plupart des Vertébrés, de la lamproie à l’Homme (Reiner et al., 1998; 
Stephenson-Jones et al., 2012). Cependant, si l’anatomie de base et les connexions au sein des 
GB sont relativement bien conservées au cours de l’évolution, on observe un renforcement 
des connections à l’intérieur de ce réseau, ainsi qu’un renforcement des liens avec d’autres 
structures cérébrales, principalement le cortex au fil du temps. Ceci témoigne de l’importance 
des GB chez les animaux supérieurs et notamment les Primates. 
Le lien entre GB et contrôle du mouvement fut décrit pour la première fois par David 
Ferrier à la fin du XIX
ème
 siècle (Ferrier, 1876). Puis, dans la première partie du XX
ème
 siècle, 
plusieurs études montrèrent que des lésions des GB entraînaient des troubles moteurs, ce qui 
renforça le lien entre GB et contrôle volontaire du mouvement (initiation du mouvement et 
sélection de l’action principalement) (Redgrave et al., 2010). Ce n’est qu’à la fin des années 
1980 que plusieurs modèles fonctionnels des GB, expliquant leur fonctionnement en 
conditions normales et pathologiques, furent proposés (Albin et al., 1989; Alexander and 
Crutcher, 1990; DeLong, 1990), le modèle d’Alexander et Crutcher étant le plus utilisé. 
Même si le contrôle de la motricité volontaire et les pathologies qui y sont associées 
(maladies de Parkinson et de Huntington principalement) restent les aspects les plus étudiés 
des GB, il est actuellement admis que ces derniers sont également impliqués dans des aspects 
plus cognitifs et motivationnels du comportement moteur (Haber, 2003). En effet, ils jouent 
un rôle dans l’apprentissage et la formation des habitudes (Graybiel, 1998; Jog et al., 1999; 
Yin and Knowlton, 2006; Graybiel, 2008; Redgrave et al., 2010) et l’apprentissage d’un 
comportement en fonction d’une récompense (Redgrave et al., 2011). Chez l’Homme, il a été 
montré que les GB sont aussi impliqués dans des tâches cognitives complexes telles que la 
mémoire procédurale (Knowlton et al., 1996; Packard and Knowlton, 2002), l’attention 




(Teicher et al., 2000; Ravizza and Ivry, 2001), la perception (Brown et al., 1997), le langage 
(Ullman et al., 1997; Teichmann et al., 2006; Prat et al., 2007) ou encore la mesure du temps 
(Coull et al., 2004; Meck et al., 2008). 
L’implication des GB dans des pathologies telles que le syndrome de Gilles de la 
Tourette (Temel and Visser-Vandewalle, 2004) et les troubles obsessionnels compulsifs 
(Mallet et al., 2008) suggèrent que ces derniers seraient également impliqués dans des tâches 
d’ordre limbique. Récemment, des enregistrements du striatum ont montré son implication 
dans un modèle de troubles obsessionnels compulsifs chez l’animal et l’inhibition par 
optogénétique du striatum a été utilisée avec succès pour diminuer les actions répétées 
(Burguiere et al., 2013). De même, le développement d’une hypomanie et une augmentation 
de l’impulsivité a été observée chez des patients Parkinsoniens en réponse à la stimulation du 
noyau sous-thalamique, un noyau appartenant aux GB (Frank et al., 2007; Mallet et al., 2007). 
Bien sûr, ces différentes fonctions ne sont pas totalement indépendantes. Les GB sont 
maintenant considérés comme ayant la capacité d’intégrer divers paramètres (environnement 
sensoriel, états émotionnel et surtout motivationnel) provenant des différentes aires corticales 
et du thalamus, principalement. Ceci leur permet de sélectionner un patron d’actes moteurs 
pour former une réponse comportementale adaptée, la sélection de l’action entraînant une 
réponse comportementale dirigée vers un but. Si la réponse comportementale est adaptée au 
contexte (obtention d’une récompense par exemple), ce comportement sera répété dans une 
situation similaire. Au fil des répétitions, l’enchaînement des actes moteurs formant la 
réponse comportementale est alors mémorisé jusqu’à devenir parfaitement fluide 
(apprentissage procédural), puis ce comportement devient une habitude. A ce niveau 
d’apprentissage, le comportement n’est plus dirigé vers le but ayant initialement induit la 
réponse comportementale, mais est uniquement lié au contexte. Les GB sont également 
capables de s’adapter : si le comportement devient inadapté (absence de récompense par 
exemple), une nouvelle stratégie comportementale sera mise en place. 
1.2. Organisation anatomo-fonctionnelle des ganglions de la base 
Les structures appartenant aux GB sont : le striatum (noyau caudé et putamen chez le 
primate), le globus pallidus externe (GPe) ou globus pallidus (GP) chez le rongeur, le globus 
pallidus interne (GPi) ou noyau entopédonculaire (NEP) chez le rongeur, le noyau sous-
thalamique (NST), la substance noire réticulée (SNr) et la substance noire compacte (SNc) 




(figure 1). Ces structures forment un réseau recevant de multiples afférences 
glutamatergiques provenant des différentes aires du cortex (Bolam et al., 2000; Gerfen et al., 
2002) et du thalamus (Smith et al., 2004; Doig et al., 2010). Après avoir transité par les GB, le 
message cortical est envoyé au thalamus, qui retourne l’information préalablement traitée par 
les GB au cortex. On parle alors de boucle cortico-sous-cortico-corticale. Pour les premiers 
modèles d’organisation anatomo-fonctionnelle des GB, le striatum est la structure d’entrée 
des informations corticales et le GPi et la SNr, les noyaux de sortie du réseau vers le thalamus 
(Albin et al., 1989; Alexander and Crutcher, 1990). Au repos, en l’absence de message 
provenant du cortex, le GPi et la SNr étant des structures GABAergiques (inhibitrices) 
constitutivement actives, les GB inhibent le thalamus, ce qui bloque le retour de l’information 
vers le cortex (Chevalier and Deniau, 1990). Ainsi, sans influence extérieure, aucun transfert 
d’information n’est réalisé. De plus, toutes les structures des GB excepté le striatum ont une 
activité spontanée, ce qui laisse au striatum la possibilité d’exercer un contrôle de type 
bidirectionnel sur l’activité des noyaux de sortie des GB.  
D’après le modèle classique des GB, lorsque le cortex envoie un message au striatum, 
deux voies sont impliquées : la voie directe et la voie indirecte. Cette dichotomie repose sur 
l’existence, dans le striatum, de deux sous-populations de neurones de projection 
GABAergiques, appelés neurones épineux moyens (NEM). La sous-population de NEM qui 
donne naissance à la voie directe exprime majoritairement les récepteurs dopaminergiques de 
la famille D1 et projette directement sur les noyaux de sortie des GB. La seconde, qui est à 
l’origine de la voie indirecte, exprime majoritairement les récepteurs dopaminergiques de la 
famille D2 et projette majoritairement sur le GPe, une autre structure GABAergique projetant 
massivement sur le NST (Gerfen et al., 1990; Surmeier et al., 1996). Lorsque le cortex envoie 
un message au striatum, les deux sous-populations de NEM sont activées : l’activation de la 
voie directe par le cortex stimule le striatum qui inhibe alors les noyaux de sortie des GB, ce 
qui lève le contrôle inhibiteur exercé par ces derniers sur le thalamus et facilite ainsi le 
passage de l’information vers le cortex, et donc faciliterait le mouvement. A l’inverse, 
l’activation de la voie indirecte active le striatum qui inhibe cette fois le GPe, levant 
l’inhibition du GPe sur le NST. Le NST, seul noyau glutamatergique (excitateur) des GB va 
ainsi stimuler les noyaux de sortie, ce qui inhibe le thalamus et bloque le passage de 
l’information vers le cortex, entraînant cette fois une inhibition du mouvement. C’est 
l’équilibre entre ces deux voies qui confère aux GB leur rôle de filtre de l’information  





Figure 1 : L’anatomie des ganglions de la base et leurs principales connexions. 
A : Schéma simplifié représentant les trois voies principales des ganglions de la base chez le 
primate (coupe coronale). B : Schéma simplifié représentant les trois voies principales des 
ganglions de la base chez le rongeur (coupe sagittale). En rouge : connexions faisant partie de 
la voie indirecte. En bleu : connexions faisant partie de la voie directe. En vert : connexions 
faisant partie de la voie hyperdirecte. En noir : connexions communes à plusieurs voies. GPe 
= globus pallidus externe (globus pallidus chez le rongeur) ; GPi = globus pallidus interne 
(noyau entopédonculaire chez le rongeur) ; STN = noyau-sous-thalamique ; SNr = substance 
noire réticulée ; SNc = substance noire compacte. D’après Nelson and Kreitzer 2014 (Nelson 
and Kreitzer, 2014).  




corticale afin d’initier le mouvement (figure 2). Ce modèle a été l’objet de nombreux tests 
expérimentaux. Récemment, il a reçu une confirmation partielle. En effet, la stimulation 
sélective des NEM striataux D1-positifs à l’aide de la channelrhodopsine de type 2 (ChR2) 
chez la souris normale dans une enceinte ouverte entraine une initiation des déplacements 
plus fréquente et un temps passé en ambulation plus long, ainsi qu’une baisse de la fréquence 
des épisodes sans mouvement, tandis que la stimulation des NEM D2-positifs a une action 
opposée (Kravitz et al., 2010). Cependant, in vivo, les voies directe et indirecte sont 
conjointement activées lors d’un acte moteur, infirmant l’idée d’une activation séquentielle 
des deux voies (Cui et al., 2013; Surmeier, 2013). 
Le modèle proposé par Alexander et Delong en 1990 (Alexander et al., 1990) propose 
d’étendre le modèle d’Alexander et Crutcher à d’autres fonctions : d’après ce modèle, il 
existerait cinq boucles cortico-sous-cortico-corticales fonctionnant en parallèle, chacune étant 
responsable d’une fonction précise : une boucle motrice et une boucle oculomotrice 
impliquées dans l’initiation et le contrôle du mouvement, deux boucles associatives 
impliquées dans les processus cognitifs et une boucle limbique impliquée dans le contrôle 
émotionnel (figure 3). 
D’autres modèles présentent une vision plus intégrée du fonctionnement des GB : par 
exemple, le « modèle des trois territoires » propose que chaque structure des GB serait 
composée de territoires fonctionnels distincts (sensorimoteur, associatif et limbique) qui se 
recouvrent partiellement (Parent, 1990). Dans le modèle décrit plus tard par Haber (modèle 
des connexions en spirale), les différentes boucles fonctionnelles interagissent entre elles par 
le biais, entre autres, de projections du territoire fonctionnel striatal d’une boucle sur le 
territoire fonctionnel de la SNc d’une autre boucle (Haber et al., 2000) (figure 4). Ces deux 
modèles permettent d’expliquer comment les GB intègrent les informations provenant de 
différents cortex. 
Même s’ils sont communément admis, les modèles originels ne tiennent pas compte 
d’une troisième voie dans leur explication du fonctionnement des GB : la voie hyperdirecte. 
Celle-ci projette directement du cortex sur le NST, qui une fois activé, va stimuler les noyaux 
de sortie des GB. Ainsi, l’activation de cette voie entraîne une inhibition généralisée du réseau 
(figure 2).  
  






Figure 2 : Modèle classique de l’anatomie fonctionnelle des ganglions de la base 
présentant les trois voies principales. 
La stimulation du striatum par le cortex peut avoir deux effets opposés : l’activation de la voie 
indirecte qui inhibe le thalamus et le mouvement et/ou l’activation de la voie directe qui 
stimule le thalamus et favorise le mouvement. Le cortex stimule également le noyau sous-
thalamique par la voie hyperdirecte, ce qui conduit à l’inhibition du thalamus et donc du 
mouvement. Le bleu correspond à des structures GABAergiques et le rouge à des structures 
glutamatergiques. GPe = globus pallidus externe (globus pallidus chez le rongeur) ; GPi = 
globus pallidus interne (noyau entopédonculaire chez le rongeur) ; NST = noyau-sous-
thalamique ; SNr = substance noire réticulée ; NEM-D1 = neurones épineux moyens D1 
exprimant le récepteur D1 ; NEM-D2 = neurones épineux moyens exprimant le récepteur D2. 
 
 





Figure 3 : Modèle des cinq boucles parallèles proposé par Alexander et Delong. 
APA = aire prémotrice arquée ; PMC = cortex moteur primaire ; PSC = cortex somato-sensoriel 
primaire ; PPC = cortex pariétal postérieur ; STG = gyrus temporal supérieur ; ITG = gyrus 
temporal inférieur ; HC = hippocampe ; EC = cortex entorhinal ; GPi = globus pallidus interne ; 
SNr = substance noire réticulée ; VL = noyau ventro-latéral du thalamus ; VA = noyau ventro-
antérieur du thalamus ; DM = noyau dorso-médial du thalamus ; VLPFC = cortex préfrontal 
ventrolatéral ; BLA = amygdale baso-latérale. D’après Alexander and Delong 1990 (Alexander 
et al., 1990). 





Figure 4 : Exemple de modèle d’interaction des différentes boucles fonctionnelles des 
ganglions de la base : le modèle des connexions en spirale. 
L’échelle de couleurs représente les différents territoires fonctionnels du cortex et du 
striatum. Rouge = limbique ; vert = associatif ; bleu = moteur. D’après ce modèle, 
l’interaction entre les différentes boucles fonctionnelles des ganglions de la base se fait grâce 
aux projections du territoire fonctionnel striatal d’une boucle sur le territoire fonctionnel de la 
VTA (aire tegmentale ventrale), de la SNc (substance noire compacte) ou de la SNr 
(substance noire réticulée) d’une autre boucle. L’influence de ces trois structures sur le 
striatum se fait alors sur un territoire fonctionnel différent de celui d’origine. OMPFC = aires 
orbitales et médiales du cortex préfrontal ; DLPFC = cortex préfrontal dorso-latéral ; IC = 
capsule interne ; S = shell du noyau accumbens. D’après Haber 2000 (Haber et al., 2000). 




Deux modèles ont proposé d’intégrer cette voie dans le fonctionnement des GB. Le 
modèle de Mink (Mink, 1996) propose une activation conjointe des voies hyperdirecte et 
directe par le cortex. D’après ce modèle, chaque voie exercerait son contrôle sur des 
territoires distincts des noyaux de sortie des GB, ce qui permettrait à la voie directe d’activer 
les programmes moteurs désirés et à la voie hyperdirecte de bloquer les programmes moteurs 
non désirés (figure 5). Le modèle de Nambu (Nambu et al., 2002) ajoute une dimension 
temporelle à celui de Mink en proposant une activation séquentielle des trois voies : en 
réponse à l’activation du cortex, la voie hyperdirecte inhiberait de larges zones thalamiques et 
corticales correspondant aussi bien aux programmes moteurs désirés qu’aux programmes 
moteurs compétiteurs. Ensuite, la voie directe lèverait l’inhibition imposée par la voie 
hyperdirecte sur une population précise de neurones des noyaux de sortie des GB pour 
permettre l’initiation et la réalisation du programme moteur désiré uniquement. Enfin, 
l’activation de la voie indirecte entraînerait une inhibition globale du système pour terminer 
l’action. 
D’après ces deux modèles, la voie hyperdirecte serait donc principalement impliquée 
dans l’augmentation du rapport signal/bruit au niveau des noyaux de sortie des GB pour 
permettre une meilleure sélection de l’action et une inhibition accrue des actions concurrentes. 
1.3. Dopamine et ganglions de la base 
1.3.1 Présentation du système dopaminergique 
La dopamine est un neuromodulateur appartenant à la famille des catécholamines. Elle 
est principalement produite au niveau des neurones dopaminergiques de la SNc et de l’aire 
tegmentale ventrale (ATV). Dans ces neurones, la tyrosine est transformée par la tyrosine 
hydroxylase (TH) en L-3,4-dihydroxyphénylalanine (L-DOPA), elle-même transformée en 
dopamine par la décarboxylase des acides aminés. Après stockage dans des vésicules 
synaptiques par le transporteur vésiculaire des monoamines (VMAT), la dopamine est libérée 
dans l’espace extracellulaire (Elsworth and Roth, 1997). La dopamine peut alors agir via ses 
récepteurs spécifiques au niveau des neurones ou des fibres post-synaptiques (figure 6). Les 
récepteurs dopaminergiques font partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G. 
Il en existe 5 types, classés en deux familles, principalement selon leur action sur l’adénylate  
  





Figure 5 : Modèle de sélection de l’action au sein des ganglions de la base proposé par Mink. 
D’après ce modèle, l’activation simultanée des voies hyperdirecte et directe entraîne l’inhibition 
des territoires du thalamus responsables des programmes moteurs indésirables, tout en favorisant 
l’activation des territoires responsables des programmes moteurs désirés. STN = noyau sous-
thalamique ; GPi = globus pallidus interne. D’après Mink 2003 (Mink, 2003). 





Figure 6 : Schéma simplifié du fonctionnement d’une synapse dopaminergique. 
Au niveau pré-synaptique, la tyrosine est transformée par la tyrosine hydroxylase (TH) en L-
3,4-dihydroxyphénylalanine (L-DOPA), elle-même transformée en dopamine par la 
décarboxylase des acides aminés. Après stockage dans des vésicules synaptiques par le 
transporteur vésiculaire des monoamines (VMAT), la dopamine est libérée dans l’espace 
extracellulaire où elle peut activer ses récepteurs post-synaptiques D1 et D2 ou pré-
synaptiques D2. La dopamine est dégradée directement au niveau de la fente synaptique ou 
après recapture neuronale et astrocytaire par le transporteur de la dopamine (DAT). Deux 
enzymes entrent en jeu : la monoamine oxydase (MAO) et la cathécol-O-méthyltransférase 
(COMT). Les flèches rouges en T représentent une inhibition. TH = tyrosine hydroxylase ; 
AC = adénylate cyclase ; G = protéine G ; D1 = récepteur de la famille D1 ; D2 = récepteur 
de la famille D2 ; cAMP = adénosine monophosphate cyclique ; DAT = transporteur de la 
dopamine ; MAO-B = monoamine oxydase B ; COMT = catéchol-O-méthyltransférase ; 3-
MT = 3-méthoxytyramine ; HVA = acide homovanillique ; L-DOPA = L-3,4-
dihydroxyphénylalanine. D’après Blackstone 2009 (Blackstone, 2009). 




cyclase (AC) (Beaulieu and Gainetdinov, 2011) (figure 7) :  
- la famille D1 comprenant les récepteurs D1 et D5. Les récepteurs de cette famille 
sont couplés positivement avec l’AC et stimulent la protéine kinase A (PKA). Ils 
exercent majoritairement leurs effets via les protéines G de la famille Gαs/olf. (Neve 
et al., 2004). Il a cependant été rapporté que le récepteur D5 pourrait, dans certains 
cas, stimuler la phospholipase C (PLC), ce qui entraîne la stimulation de la protéine 
kinase C (PKC) et l’augmentation des taux de calcium intracellulaire. Dans ce cas, il 
est couplé à des protéines G de la famille Gαq (Friedman et al., 1997; So et al., 2009; 
Varela et al., 2009). Cette famille de récepteurs est exclusivement exprimée par les 
éléments post-synaptiques des synapses dopaminergiques. Le récepteur D5 présente 
une particularité par rapport aux autres récepteurs dopaminergiques. En effet, il est 
caractérisé par une activité intrinsèque constitutive qui lui permet d’activer les voies 
intracellulaires de manière significative sans qu’il soit stimulé par la dopamine 
(Tiberi and Caron, 1994; Demchyshyn et al., 2000). De plus, l’affinité du récepteur 
D5 pour la dopamine est 10 fois plus élevée que celle du récepteur D1 (Tiberi et al., 
1991; Missale et al., 1998), ce qui le rend plus sensible aux faibles niveaux toniques 
de dopamine. 
- la famille D2 comprenant les récepteurs D2, D3 et D4. Ces récepteurs sont couplés 
négativement avec l’AC. Ils exercent majoritairement leurs effets via les protéines G 
de la famille Gαi/o (Neve et al., 2004). Les récepteurs de cette famille peuvent être 
exprimés sur le neurone post-synaptique et/ou ses afférences (éléments post-
synaptiques des synapses dopaminergiques), mais aussi sur les terminaisons 
dopaminergiques elles-mêmes (éléments pré-synaptiques des synapses 
dopaminergiques) où ils exercent un rétrocontrôle négatif sur la libération et la 
synthèse de dopamine. Ils sont alors considérés comme des autorécepteurs. 
La dopamine peut être dégradée directement au niveau de la fente synaptique ou après 
recapture neuronale et astrocytaire par le transporteur de la dopamine (DAT). Deux enzymes 
entrent alors en jeu : la monoamine oxydase (MAO) et la cathécol-O-méthyltransférase 
(COMT). Une fois recaptée par le neurone pré-synaptique, la dopamine peut également être 
recyclée dans des vésicules synaptiques et être à nouveau libérée (figure 6). 
  






Figure 7 : Détail des principales voies de transduction des récepteurs dopaminergiques 
et leurs interactions avec la voie de signalisation du récepteur NMDA. 
En haut : Voies de signalisation des récepteurs de la famille D1. A. Régulation de la voie de 
l’adénylate cyclase (AC) par les récepteurs de la famille D1 ; B. Régulation de la voie de la 
phospholipase C (PLC) par le récepteur D5 ou les hétéromères D1 :D2. En bas : Voies de 
signalisation des récepteurs de la famille D2. A. Régulation de la voie de l’AC par les 
récepteurs de la famille D2 ; B. Régulation de la voie β-arrestin 2/Akt/ GSK-3 par les 
récepteurs D2 et D3 ; C. Régulation de la voie des protéines Gβγ par les récepteurs de la 
famille D2. Les flèches bleues indiquent une activation, les flèches en T rouges indiquent une 
inhibition et les flèches noires indiquent une interaction pouvant être activatrice ou inhibitrice 
selon le substrat. D’après Beaulieu and Gainetdinov, 2011 (Beaulieu and Gainetdinov, 2011). 
 




1.3.2 Projections dopaminergiques au sein des GB 
La dopamine, présente en grande quantité dans le striatum, provient majoritairement de 
la SNc et de l’ATV, ce qui forme la voie nigro-striatale (Smith and Kieval, 2000). Selon le 
territoire fonctionnel innervé, les projections de la voie nigro-striatale proviennent de zones 
différentes. En effet, chez le singe, les territoires sensori-moteur et associatif du striatum 
reçoivent des fibres provenant de la zone ventrale de la SNc, alors que le territoire limbique 
reçoit des fibres provenant de l’ATV et de la SNc dorsale (Haber and Fudge, 1997). Dans le 
striatum, ces fibres sont fines et comportent un grand nombre de varicosités, ce qui permet à 
chaque fibre d’innerver de grandes portions de striatum. 
Même si le striatum reçoit la majorité des afférences dopaminergiques projetant sur les 
GB, les autres structures reçoivent, elles aussi, une innervation dopaminergique. En effet, des 
études ont mis en évidence de faibles taux de dopamine et/ou une expression du DAT dans le 
GPe et le GPi (Pifl et al., 1990; Ciliax et al., 1999), le NST (Coulter et al., 1995; Cragg et al., 
2004) et la SNr (Korf et al., 1976; Nirenberg et al., 1996; Ciliax et al., 1999). Les fibres 
dopaminergiques innervant ces structures proviennent majoritairement de la SNc. Si une 
grande partie des fibres projetant sur le NST sont des collatérales de la voie nigro-striatale, il 
existerait cependant des projections nigro-NST directes (Rommelfanger and Wichmann, 
2010). De même, plusieurs études suggèrent que les fibres nigro-pallidales et nigro-striatales 
proviendraient de populations neuronales distinctes de la SNc (Rommelfanger and 
Wichmann, 2010). Au niveau de la SNr, la dopamine proviendrait directement des neurones 
de la SNc voisine par un phénomène de libération dendritique (Korf et al., 1976). En effet, du 
fait de la proximité de ces deux structures, les neurones de la SNc pourraient fournir de la 
dopamine à la SNr sur plusieurs centaines de microns (Hausser et al., 1995). Cependant, le 
processus selon lequel ce type de libération est réalisé reste actuellement en débat. 
1.3.3 Effets de la dopamine sur les neurones épineux moyens 
Si les cinq récepteurs dopaminergiques sont exprimés au niveau des NEM dans le 
striatum, les récepteurs D1 et D2 sont de loin les plus représentés (Surmeier et al., 1996). Ces 
deux récepteurs sont exprimés sur différents types de NEM : les récepteurs D1 sont présents 
sur les NEM de la voie directe qui expriment également la substance P et la dynorphine alors 
que les récepteurs D2 sont exprimés sur les NEM de la voie indirecte qui expriment, eux, 




l’enképhaline (Gerfen et al., 1990; Surmeier et al., 1996). Les NEM sont capables d’exprimer 
deux types d’états. Au repos, les NEM sont dans un état « inactivé » (en anglais, down state) 
au cours duquel les canaux potassiques Kir2 maintiennent les neurones à un potentiel de 
membrane très négatif (-90mV environ), empêchant ainsi toute activité de décharge. Lorsque 
l’activation corticale est suffisante, les NEM passent dans l’état « activé » (en anglais, up 
state), caractérisé par un potentiel de membrane plus dépolarisé et donc plus proche du seuil 
de déclenchement des potentiels d’action pendant quelques centaines de millisecondes. C’est 
pendant cette courte période que les NEM sont capables de déclencher des potentiels d’action 
en réponse à des stimulations corticales ou thalamiques (Wilson and Kawaguchi, 1996). Les 
récepteurs D1 facilitent le passage de l’état « inactivé » à l’état « activé » et augmentent la 
survenue des potentiels d’action dans les NEM de la voie directe alors que les récepteurs D2 
exercent l’effet inverse sur les NEM de la voie indirecte (Surmeier et al., 2007). Ces effets 
passeraient par une modulation des canaux calciques Cav1 (type L) et Cav2, des canaux 
sodiques Nav1, de la libération de glutamate ou encore des récepteurs AMPA et NMDA.  
Ainsi, d’après les premiers modèles de fonctionnement des GB, la libération de 
dopamine au niveau du striatum exerce deux effets opposés selon la voie : elle favorise 
l’activation de la voie directe et réduit l’activation de la voie indirecte lorsque le cortex active 
le striatum. Le mouvement peut alors être initié correctement (Chevalier and Deniau, 1990) 
(figure 8). De plus, des travaux postérieurs ont mis en évidence une implication de la 
dopamine dans les phénomènes de plasticité à long terme des synapses cortico-striatales 
(Calabresi et al., 1992; Calabresi et al., 2007; Surmeier et al., 2007; Shen et al., 2008). Etant 
donné l’implication de la plasticité à long terme dans les processus de mémorisation, la 
dopamine aurait donc la capacité de modifier durablement l’équilibre voie directe / voie 
indirecte au niveau du striatum.  
La dopamine serait libérée de deux manières différentes au niveau des GB : une 
libération tonique contribuant à maintenir un niveau basal de dopamine qui serait nécessaire 
au bon fonctionnement des GB et permissif pour le mouvement et une libération phasique liée 
au caractère récompensant ou aversif d’un événement (Schultz, 1998). Ainsi, les mécanismes 
présentés dans ce paragraphe pourraient être à l’origine des processus de sélection de l’action 
et de mémorisation des comportements moteurs en fonction du contexte (Di Filippo et al., 
2009; Gerfen and Surmeier, 2011). 
  






Figure 8 : Modèle classique de l’anatomie fonctionnelle des ganglions de la base intégrant 
les effets de la dopamine sur les voies directes et indirectes. 
La dopamine exerce deux effets opposés sur les neurones épineux moyens (NEM) du striatum : 
elle favorise l’activation des NEM à l’origine de la voie directe et réduit l’activation des NEM à 
l’origine de la voie indirecte, ce qui se traduit globalement par une favorisation de l’activation du 
thalamus et donc du mouvement. Le bleu correspond à des structures GABAergiques, le rouge à 
des structures glutamatergiques et le vert à des structures dopaminergiques. GPe = globus 
pallidus externe (globus pallidus chez le rongeur) ; GPi = globus pallidus interne (noyau 
entopédonculaire chez le rongeur) ; NST = noyau-sous-thalamique ; SNr = substance noire 
réticulée ; SNc = substance noire compacte ; NEM-D1 = neurones épineux moyens D1-positifs ; 
NEM-D2 = neurones épineux moyens D2-positifs. 




1.4. La maladie de Parkinson, une pathologie des GB 
1.4.1 Présentation de la maladie de Parkinson 
La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative chronique d’évolution 
progressive affectant environ une personne sur 700 en France. Le risque de développer cette 
pathologie augmente considérablement avec l’âge, la prévalence de la maladie étant 
multipliée par 10 après 65 ans (Tison et al., 1994). C’est principalement une maladie 
idiopathique. 
Cette pathologie est principalement caractérisée par une triade de symptômes moteurs : 
la rigidité musculaire, l’akinésie (perte de la capacité d’initier un mouvement) et le 
tremblement de repos (Obeso et al., 2000). Ces symptômes seraient principalement la 
conséquence d’une dégénérescence de la voie dopaminergique nigro-striée, même si les voies 
méso-limbique et méso-corticale sont également touchées. De plus, certaines voies 
cholinergiques, noradrénergiques et sérotoninergiques seraient également affectées (Lang and 
Lozano, 1998). A cause de la mise en place de mécanismes de compensation, les symptômes 
moteurs de la maladie n’apparaissent que lorsque plus de 50 % des neurones dopaminergiques 
de la SNc ont disparu (Damier et al., 1999) (figure 9). De nos jours, les mécanismes 
impliqués dans la dégénérescence des neurones de la SNc restent encore mal connus. De 
même, si des causes environnementales et génétiques sont étudiées, l’étiologie de cette 
maladie reste encore mal connue (Beitz, 2014). 
Des symptômes non moteurs ont également été décrits, tels que des perturbations 
olfactives, des troubles du système nerveux autonome (hypotension orthostatique, troubles 
gastro-intestinaux), des troubles de l’humeur, des douleurs chroniques ou encore des troubles 
du sommeil (Beitz, 2014). L’apparition de ces troubles semble relativement précoce par 
rapport aux symptômes moteurs, ce qui suscite un intérêt croissant pour ces derniers dans 
l’espoir d’un diagnostic plus précoce de la maladie.  
1.4.2 Physiopathologie de la maladie de Parkinson 
Les modèles classiques des GB relient les symptômes de la maladie de Parkinson à un 
déséquilibre de la balance voie directe / voie indirecte en faveur de la voie indirecte (Albin et 
al., 1989; Kravitz et al., 2010). Ce déséquilibre serait en partie dû à des modifications de  





Figure 9 : Dégénérescence des neurones dopaminergiques et corps de Lewy dans la 
substance noire compacte d’un individu atteint de la maladie de Parkinson. 
A : photographies de coupes coronales de cerveau d’un individu sain (en haut) et atteint de la 
maladie de Parkinson (en bas), réalisées au niveau de la substance noire compacte. On note une 
forte diminution du nombre de neurones dopaminergiques (bandes noires) chez l’individu 
Parkinsonien. B : images de microscopie optique montrant la dégénérescence des neurones 
dopaminergiques de la substance noire chez le sujet parkinsonien (bas) comparé au sujet sain 
(haut). C : image de microscopie optique obtenue montrant les corps de Lewy dans les neurones 
de la substance noire compacte, un autre marqueur typique de la maladie de Parkinson. Images 
obtenues à partir du site internet : http://acces.ens-lyon.fr/acces/ressources/neurosciences/maladies-
et-traitements/parkinson/causes. Photos Marc Savasta : INSERM Grenoble. 




l’excitabilité des NEM en réponse à la diminution drastique des taux de dopamine dans le 
striatum. En effet, la perte de l’action inhibitrice des récepteurs D2 sur la voie indirecte 
provoquerait une baisse de l’activité du GPe, suivie d’une levée de l’inhibition exercée par ce 
dernier sur le NST qui devient alors hyperactif. En association avec la perte d’activation de la 
voie directe par les récepteurs D1, ces effets entraîneraient alors une hyperactivité des 
structures de sortie des GB et donc un blocage de l’initiation du mouvement (figure 10). Des 
travaux plus récents suggèrent une modification des phénomènes d’induction de la plasticité à 
long terme au niveau des synapses glutamatergiques projetant sur le striatum dans des 
modèles de la maladie de Parkinson. D’après ces travaux, la perte d’activité des récepteurs D1 
favoriserait essentiellement l’expression de la dépression à long terme au niveau des neurones 
de la voie directe. A l’inverse, la perte d’activité des récepteurs D2 favoriserait l’expression 
d’une potentialisation à long terme au niveau des neurones de la voie indirecte (Mallet et al., 
2006; Shen et al., 2008; Kravitz et al., 2010). La balance voie directe / voie indirecte serait 
ainsi profondément perturbée et ces modifications persisteraient dans le temps. 
1.4.3 Traitements de la maladie de Parkinson 
Les traitements utilisés contre la maladie de Parkinson sont uniquement 
symptomatiques. En effet, à l’heure actuelle, aucun traitement visant à ralentir ou stopper la 
dégénérescence des neurones dopaminergiques n’est disponible (Beitz, 2014).  
En première intention, ce sont les approches pharmacologiques qui sont privilégiées 
(Gazewood et al., 2013). Parmi celles-ci, la L-DOPA, un précurseur de la dopamine (voir 
paragraphe 1.3.1), est la plus utilisée. La transformation de la L-DOPA en dopamine par les 
neurones dopaminergiques restants permet de rétablir les taux de dopamine au niveau du 
striatum. Malgré l’extrême efficacité de cette substance dans un premier temps (phase appelée 
« lune de miel »), des complications motrices apparaissent après 3 à 6 ans de traitement, puis 
lorsque la maladie est à un stade trop avancé, la L-DOPA perd de son efficacité. La L-DOPA 
ayant une durée d’utilisation limitée dans le temps, il est possible de retarder l’utilisation de 
cette dernière en utilisant des agonistes dopaminergiques de la famille D2. Ces substances 
miment les effets de la dopamine au niveau des neurones striataux de la voie indirecte et 
inhibent celle-ci, ce qui rééquilibre la balance voie directe / voie indirecte. 
Lorsque les approches pharmacologiques atteignent leurs limites et que les patients y 
deviennent résistants ou développent des complications motrices, comme par exemple des  





Figure 10 : Schéma simplifié du modèle classique des ganglions de la base réactualisé, 
expliquant le fonctionnement des ganglions de la base en condition normale et lors de 
la maladie de Parkinson. 
Par rapport à la condition normale (à gauche), la perte des neurones dopaminergiques de la 
substance noire compacte entraîne une sur-activation de la voie indirecte et une diminution 
de l’activité de la voie directe lors de la maladie de Parkinson (à droite). Ceci conduit à une 
plus forte inhibition des noyaux centro-médian (CM), ventro-antérieur (VA) et ventro-latéral 
(VL) du thalamus, ce qui a comme effet global d’inhiber l’initiation du mouvement. M1 = 
cortex moteur primaire ; PMC = cortex prémoteur ; SMA = aire motrice supplémentaire ; 
CMA = aire motrice cingulaire ; GPe = globus pallidus externe (globus pallidus chez le 
rongeur) ; GPi = globus pallidus interne (noyau entopédonculaire chez le rongeur) ; STN = 
noyau-sous-thalamique ; SNr = substance noire réticulée ; SNc = substance noire compacte ; 
D1 = récepteurs de la famille D1 ; D2 = récepteurs de la famille D2 ; PPN = noyau 
pédonculo-pontin. D’après Smith 2012 (Smith et al., 2012). 




dyskinésies, une approche chirurgicale consistant à stimuler le NST à haute fréquence peut 
être envisagée (figure 11). En effet, on observe une hyperactivité du NST en condition 
Parkinsonienne (voir paragraphe 1.4.2). Ainsi, il a été proposé qu’une stimulation à haute 
fréquence du NST inhiberait ce dernier et donc permettrait de réduire l’hyperactivité des 
noyaux de sortie des GB pour lever leur inhibition sur le thalamus (Benazzouz et al., 1993). Il 
apparait aujourd’hui que c’est en partie par un effet antidromique, régulateur, sur le cortex 
que la stimulation à haute fréquence du NST exerce son action bénéfique (Gradinaru et al., 
2009; Li et al., 2012; Degos et al., 2013). 
Même si les mécanismes exacts par lesquels la stimulation à haute fréquence du NST 
exerce ses effets sont toujours débattus, cette méthode de traitement s’avère très efficace 
puisqu’elle permet de réduire, voire de supprimer l’utilisation des traitements 
pharmacologiques dans certains cas (Limousin et al., 1998; Vingerhoets et al., 2002).  
2. LA SYNAPSE CORTICO-SOUS-THALAMIQUE  
2.1. Fonction de la voie cortico-sous-thalamique 
La voie hyperdirecte est une voie di-synaptique avec une synapse cortico-NST et une 
synapse subthalamo-nigrale (figure 8). La voie cortico-NST est la première partie de la voie 
hyperdirecte. A ce titre, c’est la deuxième voie d’entrée des informations corticales dans les 
GB. Même si cette voie a été décrite il y a presque 50 ans, elle a longtemps été laissée de côté 
pour expliquer le fonctionnement des GB. C’est dans la fin des années 1990 qu’il a été 
proposé pour la première fois d’intégrer cette voie dans un modèle de fonctionnement des GB 
(Mink, 1996) avant que ce modèle ne soit repris par Nambu quelques années plus tard 
(Nambu et al., 2002) (voir paragraphe 1.2 pour plus de détails sur les modèles). Dans ces deux 
modèles, la voie cortico-NST est impliquée dans les processus de sélection de l’action.  
La place du NST dans les GB et les nombreuses afférences provenant des différentes 
aires corticales qu’il reçoit permettraient à la voie cortico-NST d’exercer un contrôle sur tous 
les programmes comportementaux transitant par les GB en mettant en place un seuil de prise 
de décision (Bogacz and Larsen, 2011; Cavanagh et al., 2011; Haynes and Haber, 2013).  
La voie cortico-NST serait également impliquée dans des tâches cognitives comme 
l’attention, la persévérance et surtout l’arrêt d’une tâche en cours. En effet, des expériences de 
lésions bilatérales du NST chez des rats-modèles expérimentaux de la maladie de Parkinson  






Figure 11 : La stimulation cérébrale profonde. 
La stimulation cérébrale profonde nécessite l’implantation par stéréotaxie d’une électrode de 
stimulation dans chaque noyau sous-thalamique du patient (une électrode dans chaque 
hémisphère) (B et C). Les électrodes sont reliées à un stimulateur implanté au niveau de la 
poitrine du patient (A). Le NST est représenté par les couleurs jaune, violet et vert sur la 
modélisation en trois dimensions (C) et en jaune sur l’image B. Sources : A, site internet 
LesEchos.fr : http://www.lesechos.fr/10/03/2014/LesEchos/21643-045-ECH_la-stimulation-
cerebrale-profonde-a-l-assaut-de-la-psychiatrie.htm ; B, site internet du Sénat : 
http://www.senat.fr/rap/r11-476-1/r11-476-121.html ; C, site internet de l’Institut du Cerveau 
et de la Moelle épinière (ICM) : http://icm-institute.org/?s=stimulation+parkinson. 
  




ont lié pour la première fois NST et inhibition d’une réponse comportementale (Baunez et al., 
1995). En effet, si la lésion du NST permettait de rétablir un temps de réaction correct lors 
d’un test de mesure du temps de réaction (« reaction time task » en anglais) chez les rats lésés 
à la 6-hydroxydopamine (6-OHDA), ces derniers présentaient une augmentation du nombre 
de réponses prématurées lors de ce test. Quelques années plus tard, un lien entre voie cortico-
NST, attention et persévération fut mis en évidence chez le rat (Chudasama et al., 2003). 
Depuis, des études d’IRM fonctionnelle et de tractographie réalisées chez l’humain ont 
montré que la voie cortico-NST était impliquée dans les processus d’arrêt d’une tâche motrice 
en cours (Aron et al., 2007; Forstmann et al., 2012). Cependant, d’autres études suggèrent que 
l’arrêt d’une tâche en cours impliquerait également la voie indirecte (Jahfari et al., 2011). 
Chez le rat, des processus complexes impliquent l’interaction de la voie cortico-NST avec les 
autres voies des GB (Schmidt et al., 2013). D’après cette dernière étude, l’arrêt d’une tâche en 
cours mettrait en jeu une « course » entre les voies hyperdirecte et directe, avec une possible 
implication de la voie indirecte. 
Enfin, des études menées très récemment chez le rat lésé à la 6-OHDA suggèrent une 
implication de la voie cortico-NST dans les effets bénéfiques de la stimulation à haute 
fréquence du NST sur les symptômes parkinsoniens (Li et al., 2012; Degos et al., 2013). 
D’après ces études, la génération de potentiels d’action antidromiques dans les fibres cortico-
NST serait à l’origine de la régularisation des patrons de décharge et des propriétés 
électriques des neurones corticaux, ce qui entraînerait une amélioration des symptômes 
moteurs induits par la lésion. De plus, la stimulation à haute fréquence du cortex chez le singe 
MPTP, un modèle expérimental de la maladie de Parkinson chez le primate, entraîne une 
amélioration des symptômes parkinsoniens (Drouot et al., 2004). Ceci va dans le sens d’une 
implication de la régularisation de l’activité corticale dans les effets bénéfiques de la 
stimulation à haute fréquence du NST.  
2.2. Anatomie fonctionnelle de la voie cortico-sous-thalamique 
2.2.1 Les projections corticales 
Les fibres de la voie cortico-NST proviennent en partie des aires motrices du cortex 
frontal. A ce titre, on retrouve des projections provenant du cortex moteur primaire, de l’aire 
motrice supplémentaire, du cortex moteur cingulaire et des parties ventrale et dorsale du 




cortex prémoteur (Nambu et al., 2002; Mathai and Smith, 2011). Une étude utilisant des 
méthodes de traçage antérograde chez le singe montre que la majeure partie des aires 
corticales préfrontales impliquées dans des fonctions cognitives ou limbiques projettent 
également sur le NST (Haynes and Haber, 2013). Ainsi, des structures telles que le cortex 
cingulaire dorsal antérieur, le cortex orbitofrontal, le cortex préfrontal ventromédial et dorsal 
projettent également sur le NST. Ces résultats ont également été trouvés chez l’humain par 
(Brunenberg et al., 2012). 
D’un point de vue fonctionnel, la voie cortico-NST est responsable de la première phase 
de la réponse triphasique induite dans le NST lors d’une stimulation du cortex in vivo 
(Fujimoto and Kita, 1993; Maurice et al., 1998; Nambu et al., 2000; Kolomiets et al., 2001; 
Magill et al., 2004). En effet, une stimulation du cortex entraîne, dans un premier temps, une 
excitation rapide du NST imputée à l’activation de la voie cortico-NST. Dans un deuxième 
temps, le NST est inhibé par le GPe précédemment activé par le NST. Enfin, une excitation 
plus tardive du NST est observée. Cette dernière serait due à la désinhibition du NST par la 
voie indirecte et aux propriétés de rebond des neurones du NST. 
Les projections cortico-NST proviennent des neurones pyramidaux de la couche V du 
cortex chez le rat et le singe. D’après une étude de Kita et Kita réalisée chez le rat, les fibres 
cortico-NST provenant des aires motrices seraient majoritairement des collatérales de la voie 
cortico-spinale (Kita and Kita, 2012) (figure 12). Ainsi, le NST recevrait une copie du 
message moteur envoyé par le cortex à la moelle épinière pour commander un mouvement. 
Cependant, nous ne savons pas si des fibres cortico-NST provenant d’aires corticales 
impliquées dans d’autres fonctions projettent, elles-aussi, sur d’autres structures que le NST.  
De même, si les deux voies d’entrée des GB sont pour le moment considérées comme 
provenant de populations distinctes de neurones corticaux (Parent and Parent, 2006; Mathai 
and Smith, 2011), quelques études vont à l’encontre de cette idée et proposent, au moins en 
partie, une origine commune des voies cortico-striatale et cortico-NST (Feger et al., 1994; 
Kita and Kita, 2012). Pourtant, contrairement à la voie cortico-striatale, les projections 
cortico-NST seraient uniquement ipsilatérales, ce qui supporte l’hypothèse d’une ségrégation 
des voies cortico-striatale et sous-thalamique. Pour le moment, aucune étude ne s’est 
intéressée à la proportion de neurones corticaux projetant à la fois sur le striatum et le NST ou 
sur le NST ou le striatum uniquement.  
  





Figure 12 : Une partie des fibres cortico-sous-thalamiques proviennent de collatérales de 
la voie cortico-spinale. 
Reconstruction d’un neurone cortico-sous-thalamique sur une coupe sagittale de cerveau de 
rat. Les neurones cortico-sous-thalamiques proviennent de la couche V du cortex moteur. 
L’axone du neurone cortico-sous-thalamique reconstruit est représenté en noir et projette 
initialement vers les pyramides du tronc cérébral, qui sont le lieu de passage des fibres 
cortico-spinales. Les fibres de couleur sont des collatérales de cet axone. L’une d’elles 
projette sur le noyau sous-thalamique (en rouge). Noter que le noyau sous-thalamique n’est 
pas la seule structure à recevoir des collatérales de ce neurone de la voie cortico-spinale. 
AGm = cortex agranulaire médian ; Gr = cortex granulaire ; Str = striatum ; GPe = globus 
pallidus externe ; ic = capsule interne ; ot = tractus optique ; Po = noyau postérieur du 
thalamus ; APT = noyau pré-tectal antérieur ; SC = ; cp = pédoncule cérébral ; ZI = zonula 
includens ; STN = noyau sous-thalamique ; SN = substance noire ; lfp : « longitudinal 
fasciculus of the pons » ; PnO : « pontine reticular nucleus » ; Pn : noyau du pont ; py : 
pyramides du tronc cérébral ; IO : olive inférieure. D’après Kita and Kita 2012 (Kita and Kita, 
2012). 




2.2.2 Le noyau-sous-thalamique 
Organisation du noyau sous-thalamique 
Le NST est une structure dense composée principalement de neurones de projection 
glutamatergiques dont le nombre varie, selon les espèces, de 13 600 chez le rat à 560 000 
chez l’humain (Oorschot, 1996; Hardman et al., 2002). Les neurones du NST forment une 
population relativement homogène caractérisée par un diamètre somatique allant de 10 à 20 
µm chez le rat et de 35 à 40 µm chez le singe, et une grande arborisation dendritique de forme 
ovoïde couvrant une portion importante du NST (Hamani et al., 2004) (figure 13). Ces 
neurones sont également caractérisés par l’expression de Pitx2, un facteur de transcription à 
homéodomaine qui n’est exprimé dans aucune autre structure des GB, au cours du 
développement et dans le cerveau mature chez le rongeur (Smidt et al., 2000; Martin et al., 
2002; Martin et al., 2004). 
Le NST, comme d’autres structures des GB a été divisé en trois territoires fonctionnels : 
moteur, associatif et limbique (Alexander et al., 1990; Parent and Hazrati, 1995; Joel and 
Weiner, 1997). Cette division a d’abord été réalisée à partir des connexions du NST avec le 
GPe. Ainsi, les parties dorso-médiale et dorso-latérale du NST reçoivent des informations 
motrices alors que les parties ventro-latérale et ventro-médiale reçoivent respectivement des 
informations associative et limbique. Cette compartimentation du NST est également valable 
pour les afférences corticales du NST et la somatotopie est également respectée pour les 
projections corticales motrices (Nambu et al., 2002; Hamani et al., 2004; Mathai and Smith, 
2011) (figure 14). Cependant, il semblerait que la ségrégation des afférences corticales ne soit 
pas si nette, comparée à celle du striatum. En effet, certaines études ont mis en évidence 
l’existence de neurones sous-thalamiques répondant à la stimulation de deux aires corticales 
différentes (Kolomiets et al., 2001). Ce type d’observation a également été fait concernant les 
projections provenant du GPe (Bevan et al., 1997). Ce recouvrement des champs fonctionnels 
du NST pourrait être en partie dû à l’étendue de l’arborisation dendritique des neurones du 
NST qui peut couvrir jusqu’à la moitié du NST chez le rat (Kita et al., 1983) et un cinquième 
du NST chez le singe (Yelnik and Percheron, 1979).  
 
  






Figure 13 : Reconstruction d’un neurone du noyau sous-thalamique de singe. 
Exemple représentatif de la morphologie des neurones du noyau sous-thalamique (STN). Noter 
la taille de son arborisation dendritique qui couvre une grande partie du noyau sous-thalamique 
et l’importance de l’innervation du globus pallidus externe (GPe). L’axone du neurone émet 
également des collatérales projetant sur le globus pallidus interne (GPi) et la substance noire 
réticulée (SNr). D’après Sato 2000 (Sato et al., 2000). 






Figure 14 : Les territoires fonctionnels du noyau sous-thalamique. 
Schéma d’une coupe coronale de noyau-sous-thalamique de primate présentant l’organisation 
topographique des projections cortico-sous-thalamiques. SMA = aire motrice supplémentaire ; 
Cing. = cortex cingulaire. D’après Mathai and Smith 2011 (Mathai and Smith, 2011). 
 




Connectivité du NST 
Le NST reçoit majoritairement des afférences provenant de nombreuses aires du cortex 
(voir paragraphe 2.2.1) et du GPe (Parent and Hazrati, 1995), les premières étant 
glutamatergiques (excitatrices) et les secondes GABAergiques (inhibitrices). Les synapses 
formées avec les fibres corticales se font essentiellement au niveau des dendrites distales et 
sur les épines dendritiques des neurones du NST, alors que les synapses formées avec les 
fibres pallidales se font principalement au niveau des troncs dendritiques et des corps 
cellulaires (Smith et al., 1990a; Hamani et al., 2004) (figure 15). Ainsi, cet emplacement 
privilégié des contacts pallidaux sur l’arbre dentritique des neurones du NST confère au GPe 
une grande capacité d’inhibition sur le NST. En retour, les fibres glutamatergiques des 
neurones du NST projettent sur le GPe (Smith et al., 1990b; Parent and Hazrati, 1995), 
formant une véritable boucle à l’activité auto-entretenue au sein des GB. En effet, ces deux 
structures sont spontanément actives et l’influence du GPe sur le NST permettrait, plutôt que 
d’inhiber le NST, de synchroniser et de renforcer les réponses des neurones sous-thalamiques 
lorsqu’ils reçoivent des signaux excitateurs provenant du cortex ou du thalamus en 
désinactivant des canaux sodiques de type Nav (Baufreton et al., 2005a). L’influence directe 
de ces deux structures sur les noyaux de sortie des GB et le fait qu’un changement d’activité , 
ainsi qu’une synchronisation de ces deux structures soient observés en condition pathologique 
(maladie de Parkinson) font de ce sous-réseau GPe-NST un élément important des GB (Bevan 
et al., 2002). 
Le thalamus projette également sur le NST. Ces projections proviennent essentiellement 
des noyaux parafasciculaire et centro-médian (Sadikot et al., 1992; Feger et al., 1994). Chez le 
rat, ces deux noyaux ne sont pas dissociés. Comme les afférences corticales, les synapses 
thalamo-NST sont glutamatergiques et se trouvent principalement au niveau des dendrites 
distales des neurones sous-thalamiques (Mouroux and Feger, 1993). 
Le NST projette sur les noyaux de sortie des GB, le GPi et la SNr, ce qui forme le 
second élément de la voie hyperdirecte, contribuant également à la voie indirecte (Albin et al., 
1989; Alexander and Crutcher, 1990; Nambu et al., 2002). La SNc reçoit également des 
afférences excitatrices provenant du NST (Smith et al., 1990b; Parent and Hazrati, 1995), ce 
qui constituerait un des moyens de contrôle de la libération de dopamine. En retour, la SNc 
envoie des projections dopaminergiques pénétrant dans le NST au niveau sa partie dorsale  
  






Figure 15 : Organisations des principales afférences du noyau sous-thalamique sur 
l’arborisation dendritique des neurones sous-thalamiques. 
Noter que les afférences glutamatergiques projettent principalement sur les épines dendritiques 
au niveau des dendrites distales alors que les afférences GABAergiques du globus pallidus 
externe (GPe) projettent majoritairement au niveau des troncs dendritiques et des corps 
cellulaires. GLU = glutamate ; CM/Pf = noyaux centro-médian et parafasciculaire du thalamus ; 
5-HT = sérotonine ; ACh = acétylcholine ; DA = dopamine ; SNc = substance noire compacte ; 
GPe = globus pallidus externe. D’après Hamani 2004 (Hamani et al., 2004). 




(Hassani et al., 1997; Rommelfanger and Wichmann, 2010) (voir paragraphe 1.3.2). Les effets 
de la dopamine sur les neurones du NST seront détaillés au paragraphe 2.3.4. 
Le NST interagit avec d’autres structures que les noyaux de sortie des GB, même si ces 
connexions sont moins conséquentes et moins étudiées. En effet, le NST reçoit des afférences 
glutamatergiques, GABAergiques et cholinergiques provenant du noyau pédonculopontin, 
une structure du tronc cérébral impliquée dans le mouvement et en lien direct avec la moelle 
épinière (Bevan and Bolam, 1995; Martinez-Gonzalez et al., 2011). En retour, le NST projette 
sur ce noyau (Jackson and Crossman, 1981; Kita and Kitai, 1987). L’utilisation d’agonistes 
cholinergiques a mis en évidence un effet global excitateur de l’acétylcholine sur les neurones 
du NST in vitro en augmentant leur activité spontanée et l’amplitude des réponses 
synaptiques excitatrices principalement (Flores et al., 1996; Shen and Johnson, 2000). Un 
faible retour excitateur du NST sur les couches superficielles du cortex (Degos et al., 2008), 
ainsi que des projections excitatrices sur le striatum (Kita and Kitai, 1987; Smith et al., 
1990b) ont également été rapportés. De même, une innervation sérotoninergique du NST par 
le noyau du raphé a été décrite (Parent et al., 2010). Des approches pharmacologiques et 
lésionnelles rapportent que, à l’inverse de l’acétylcholine, la sérotonine aurait principalement 
une influence inhibitrice sur les neurones du NST en agissant à la fois sur leur excitabilité et 
la transmission synaptique (Ding and Zhou, 2014; Miguelez et al., 2014). 
2.3. La synapse cortico-sous-thalamique, une synapse glutamatergique 
2.3.1 Généralités : les synapses glutamatergiques 
Les synapses glutamatergiques forment la source principale d’excitation dans le 
système nerveux central. Ces synapses sont caractérisées par une forte densité post-synaptique 
dense aux électrons qui leur donne un aspect asymétrique lorsqu’on les observe à très fort 
grossissement en microscopie électronique (Boeckers, 2006). Parmi les protéines de la densité 
post-synaptique, on trouve les quatre types de récepteurs au glutamate qui sont directement 
impliqués dans la transmission du signal au niveau des synapses glutamatergiques : les 
récepteurs AMPA, NMDA, kainate, et les récepteurs métabotropiques au glutamate (mGluR) 
principalement. L’organisation générale des synapses glutamatergiques est présentée dans la 
figure 16.  
  






Figure 16 : Organisation générale des synapses glutamatergiques. 
Le glutamate (Glu), obtenu après transformation de la glutamine (Gln) par la glutaminase, est 
stocké dans les vésicules synaptiques grâce au transporteur vésiculaire du glutamate (vGluT). 
Lors de l’arrivée d’un potentiel d’action, le glutamate est libéré dans la fente synaptique 
grâce, en particulier, au complexe protéique « SNARE » qui est responsable de la fusion 
vésiculaire. Le glutamate exerce alors ses effets en se liant à ses différents récepteurs. Au 
niveau post-synaptique, les récepteurs AMPA sont responsables de la transmission 
synaptique rapide, alors que les récepteurs NMDA sont impliqués dans les phénomènes de 
plasticité synaptique, notamment en affectant les mécanismes d’exo- et endocytose des 
récepteurs AMPA par modulation calcium-dépendante de diverses kinases et phosphatases 
intracellulaires. Le glutamate est réintégré au niveau du neurone post-synaptique et des 
cellules gliales par les transporteurs des acides aminés excitateurs (EAAT). Au niveau des 
cellules gliales, le glutamate est métabolisé en glutamine par la glutamine synthétase (Gln 
synthetase). La glutamine peut retourner dans le neurone pré-synaptique afin d’être à 
nouveau transformé en glutamate. D’après Popoli 2012 (Popoli et al., 2012). 




Récepteurs au glutamate 
Les récepteurs NMDA sont des récepteurs ionotropiques perméables aux cations 
monovalents (sodium, potassium) et au calcium (Ca
2+
) en présence de glutamate et de glycine. 
Ce sont des tétramères composés de deux sous-unités GluN1 et deux sous-unités GluN2 
(GluN2A à GluN2D) ou une sous-unité GluN2 associée à une sous-unité GluN3 (GluN3A et 
GluN3B) (Traynelis et al., 2010). La sous-unité GluN1 est essentielle au bon fonctionnement 
des récepteurs NMDA et les sous-unités GluN2 confèrent des propriétés 
électrophysiologiques et pharmacologiques particulières à ces récepteurs, telles que leur 
sensibilité au glutamate, leur perméabilité au calcium ou encore leur inhibition par le bloc 
magnésium (Sheng and Lin, 2001). Une des spécificités des récepteurs NMDA est que, 
lorsque le neurone post-synaptique est hyperpolarisé, le magnésium bloque le pore de ces 
récepteurs. Ainsi, les récepteurs NMDA ne sont perméables au calcium que lorsque du 
glutamate est libéré dans la fente synaptique et que le neurone post-synaptique est lui aussi 
activé. Ces récepteurs sont donc considérés comme des « détecteurs de coïncidence », 
essentiellement impliqués dans les phénomènes de plasticité synaptique (Traynelis et al., 
2010) (voir paragraphe 3.1.2). Lorsqu’ils sont activés, les récepteurs NMDA entraînent des 
courants post-synaptiques excitateurs (EPSC) de longue durée (de l’ordre de la centaine de 
millisecondes) et ayant une cinétique lente (figure 17). 
Les récepteurs non NMDA (AMPA et kaïnate) sont des récepteurs ionotropiques 
perméables au sodium et au potassium. Ces deux types de récepteurs sont les principaux 
responsables de la transmission synaptique rapide au niveau des synapses glutamatergiques. 
En effet, leur activation par le glutamate génère un EPSC de cinétique rapide et de courte 
durée (de l’ordre de la dizaine de millisecondes) qui dépolarise le neurone post-synaptique 
(figure 17). Les récepteurs AMPA sont des hétérotétramères formés par l’association de deux 
homodimères comportant l’une des sous-unités suivantes : GluA1 à GluA4 (Traynelis et al., 
2010). Les récepteurs kaïnate sont aussi formés par l’association de deux homodimères, mais 
à partir des sous-unités GluA5 à GluA7 et KA1 et KA2 (Traynelis et al., 2010). A l’inverse 
des récepteurs NMDA, la plupart des récepteurs AMPA ne sont pas perméables au calcium. 
En effet, la présence de la sous-unité GluA2 rend les récepteurs AMPA imperméables au 
calcium. Cependant, il existe une sous-population de récepteurs AMPA n’ayant pas cette 
sous-unité GluA2, ce qui les rend perméables au calcium (Burnashev et al., 1992). Du fait de 
cette spécificité, cette sous-population de récepteurs AMPA pourrait jouer un rôle dans les  





Figure 17 : Les récepteurs ionotropiques au glutamate. 
Haut : Perméabilité ionique et sites de fixation des différents activateurs et modulateurs des 
récepteurs AMPA et kaïnate (gauche) et des récepteurs NMDA (droite). D’après Kandel 1991 
(Kandel, 1991; Wang et al., 2007). Bas : Enregistrements électrophysiologiques de courants 
synaptiques miniatures AMPA et kaïnate (gauche) et AMPA et NMDA (droite). D’après 
Traynelis 2010 (Traynelis et al., 2010). 




phénomènes de plasticité calcium-dépendants (Rao and Finkbeiner, 2007; Man, 2011). Nous 
verrons au paragraphe 2.3.2 qu’une expression de récepteurs AMPA perméables au calcium a 
été rapportée dans les neurones du NST d’animaux jeunes (Gotz et al., 1997). 
Les mGluR exercent leurs effets par le biais de protéines G sur diverses voies 
intracellulaires contrairement aux autres récepteurs glutamatergiques. Ainsi, les réponses 
synaptiques induites par les mGluR sont bien plus lentes et durables (de l’ordre de la seconde, 
voire de la minute). On compte huit types de mGluR (mGluR1 à 8) classés en trois groupes 
selon la similitude de leurs séquences en acides aminés, leur mode d’action intracellulaire et 
leur pharmacologie (Yin and Niswender, 2014). Le groupe I comprend mGluR1 et mGluR5, 
le groupe II comprend mGluR2 et mGluR3 et le groupe III comprend mGluR4, 6, 7 et 8. Les 
récepteurs du groupe I sont couplés aux protéines Gq et donc stimulent la voie de la PLC, 
entraînant une augmentation de l’activité de la PKC et des taux de calcium intracellulaire, 
alors que ceux des groupes II et III sont couplés aux protéines Gi/o et ont une influence 
inhibitrice sur l’adénylate cyclase, ce qui conduit à une baisse des taux d’AMPc intracellulaire 
(Willard and Koochekpour, 2013). 
Effets des récepteurs dopaminergiques sur les synapses glutamatergiques 
Plusieurs neuromodulateurs exercent un contrôle sur la transmission glutamatergique. 
L’un des objectifs de cette thèse étant d’étudier l’effet des récepteurs D5 sur la transmission 
glutamatergique rapide au niveau de la synapse cortico-NST, nous nous intéresserons 
uniquement aux effets de la dopamine sur la transmission glutamatergique rapide. La 
dopamine exerce ses effets sur la transmission glutamatergique rapide à deux niveaux : au 
niveau pré-synaptique en régulant la libération de glutamate et au niveau post-synaptique en 
régulant l’activité et le trafic des récepteurs AMPA et NMDA. Les effets de la dopamine sur 
la transmission glutamatergique sont le plus souvent étudiés dans l’hippocampe et le striatum. 
La majorité des études ayant mis en évidence un effet de la dopamine sur la libération 
de glutamate ont rapporté un effet inhibiteur (Nicola et al., 1996; Flores-Hernandez et al., 
1997; Otmakhova and Lisman, 1999; Behr et al., 2000; Bamford et al., 2004). Selon les 
études, cet effet serait dû dans certains cas à l’activation de récepteurs de la famille D1 
(Nicola et al., 1996; Behr et al., 2000) et dans d’autres à l’activation de récepteurs de la 
famille D2 (Flores-Hernandez et al., 1997; Bamford et al., 2004). Une étude réalisée au 
niveau de la synapse voie perforante / CA1 dans l’hippocampe montre même que les deux 




familles de récepteurs sont impliquées dans cet effet de la dopamine sur la transmission 
glutamatergique (Otmakhova and Lisman, 1999). Cet effet semble être dépendant de 
récepteurs pré-synaptiques. Cependant, pour la transmission cortico-striatale, l’inhibition de la 
libération de glutamate viendrait de l’activation de récepteurs D2 post-synaptiques et serait 
dépendante des endocannabinoïdes (Yin and Lovinger, 2006). Les endocannabinoïdes sont 
connus pour être libérés par le neurone post-synaptique et agir au niveau pré-synaptique en 
exerçant un contrôle négatif sur la libération de neurotransmetteur. Par ailleurs, une étude plus 
récente, elle aussi réalisée sur la synapse cortico-striatale, montre que les effets de la 
dopamine sur la libération de glutamate seraient bien plus complexes (Andre et al., 2010). En 
effet, les récepteurs de la famille D1 auraient un effet positif sur la transmission 
glutamatergique en réduisant la production d’endocannabinoïdes au niveau post-synaptique et 
les récepteurs de la famille D2 auraient un effet négatif sur la transmission glutamatergique en 
agissant directement au niveau pré-synaptique, mais aussi au niveau post-synaptique, en 
stimulant la libération d’endocannabinoïdes. Cette étude révèle donc une multiplicité de cibles 
possibles de la dopamine pour contrôler la libération de glutamate. 
Au niveau post-synaptique, la dopamine module la transmission glutamatergique en 
agissant principalement sur l’activité, la localisation et le trafic des récepteurs AMPA et 
NMDA. La majorité des études réalisées sur ce sujet rapportent une augmentation des 
courants AMPA et/ou NMDA suite à l’activation des récepteurs de la famille D1 et une 
diminution lorsque les récepteurs de la famille D2 sont activés (Cepeda et al., 1993; Levine et 
al., 1996; Cepeda et al., 1998; Zheng et al., 1999; Flores-Hernandez et al., 2002; Chen et al., 
2004; Hernandez-Echeagaray et al., 2004; Andre et al., 2010). L’activation de la voie de 
l’adénylate cyclase, conduisant à la stimulation de la PKA et de la protéine DARPP-32 serait 
en partie responsable des effets des récepteurs de la famille D1 en favorisant la 
phosphorylation des récepteurs AMPA (Price et al., 1999; Snyder et al., 2000; Chao et al., 
2002) et NMDA (Blank et al., 1997; Snyder et al., 1998) au niveau des sous-unités GluA1 et 
GluN1 respectivement. A l’inverse, les effets des récepteurs de la famille D2 proviendraient 
d’une inhibition de la voie de l’adénylate cyclase, conduisant à une réduction de l’activité de 
la protéine kinase A et à l’augmentation de l’activité de phosphatases telles que PP-1, ce qui 
favoriserait la déphosphorylation des récepteurs AMPA et NMDA (Snyder et al., 1998; 
Higley and Sabatini, 2010). De plus, même si les mécanismes exacts ne sont pas encore 
connus, l’activation de la PKA par les récepteurs de la famille D1 favoriserait l’expression 




des récepteurs AMPA et NMDA à la surface membranaire (Snyder et al., 2000; Hallett et al., 
2006). Plus récemment, il a été montré que les récepteurs D1 et NMDA pouvant interagir 
physiquement, ce qui pourrait contribuer à réguler la localisation et le trafic des récepteurs 
NMDA au niveau synaptique (Lee et al., 2002; Scott et al., 2006).  
Ainsi, l’effet global de la dopamine sur la transmission glutamatergique met en jeu des 
voies et des effecteurs multiples. De plus, les effets de la dopamine varient selon la synapse 
étudiée, le type de récepteur glutamatergique étudié, les types de récepteurs dopaminergiques 
exprimés, leur localisation et les doses utilisées lors des expériences de pharmacologie, ce qui 
contribue à amplifier cette complexité.  
2.3.2 Organisation de la synapse cortico-sous-thalamique 
L’organisation de la synapse cortico-NST est très peu documentée. En effet, la plupart 
des études s’est intéressée à l’expression et aux effets des différents types de récepteurs 
glutamatergiques sur les neurones du NST sans faire de différence entre synapses cortico-
NST, thalamo-NST ou encore pédonculoponto-NST. Cependant, il a été rapporté que les 
synapses cortico-NST représentent une grande proportion des synapses glutamatergiques des 
neurones du NST (Parent and Hazrati, 1995). Ainsi, il est possible que les données concernant 
l’expression de récepteurs au niveau des synapses glutamatergiques du NST soient valables 
pour les synapses cortico-NST. 
Récepteurs au glutamate  
Plusieurs études d’électrophysiologie in vivo et in vitro utilisant des approches 
pharmacologiques ont mis en évidence des récepteurs AMPA et NMDA synaptiques 
fonctionnels au niveau des neurones du NST (Gotz et al., 1997; Nambu et al., 2000; Wilson et 
al., 2004). L’ensemble des récepteurs glutamatergiques exprimés au niveau du NST sont 
essentiellement post-synaptiques (Galvan et al., 2006). En effet, aucun récepteur au glutamate 
n’a été mis en évidence au niveau des afférences glutamatergiques pour le moment.  
Concernant le type de sous-unités exprimées au niveau des neurones du NST, une étude 
de double marquage associé à la microscopie électronique a mis en évidence que les sous-
unités GluA1 et GluA2/3 (l’anticorps utilisé ne permet pas de discriminer entre GluA2 et 
GluA3) des récepteurs AMPA et la sous-unités GluN1 des récepteurs NMDA étaient 
exprimés dans le NST chez le rat (Clarke and Bolam, 1998). Même si la sous-unité GluA4 n’a 




pas été détectée dans cette étude, des études d’immunohistochimie et d’hybridation in situ ont 
rapporté une expression de cette sous-unité dans le NST chez le rat (Petralia and Wenthold, 
1992; Sato et al., 1993). Même si l’étude de Clarke et Bolam ne s’est pas intéressée à 
l’expression des sous-unités de type GluN2, les récepteurs NMDA n’étant quasiment jamais 
composés uniquement de la sous-unité GluN1 (Traynelis et al., 2010), au moins l’une des 
sous-unités GluN2 doit être exprimée dans le NST. En effet, une étude a mis en évidence 
l’expression de la sous-unité GluN2D dans le NST (Standaert et al., 1994) et plus récemment, 
une expression de la sous-unité GluN2B dans le NST a également été rapportée chez le rat 
(Quintana et al., 2010), même si les approches utilisées ne permettent pas de conclure sur la 
localisation subcellulaire de cette sous-unité. Pour le moment, aucune étude ne fait état d’une 
expression de la sous-unité GluN2A dans le NST, même si cette sous-unité a été identifiée 
dans le striatum (Standaert et al., 1999) et la SNr (Chatha et al., 2000). Chaque sous-unité 
GluN2 conférant des propriétés électrophysiologiques et pharmacologiques particulières aux 
récepteurs NMDA (Sheng and Lin, 2001), l’expression préférentielle de l’une de ces sous-
unités aurait des conséquences non négligeables sur la transmission glutamatergique au 
niveau du NST, notamment sur les phénomènes de plasticité synaptique.  
Une expression sous-thalamique des récepteurs kaïnate a aussi été mise en évidence 
chez la souris (Bischoff et al., 1997). De même, les récepteurs métabotropiques au glutamate 
de la famille I (mGluR1a et 5) sont exprimés au niveau des compartiments péri- et 
extrasynaptiques des neurones du NST chez le singe (Kuwajima et al., 2004). Une étude 
électrophysiologique sur tranche chez le rat a mis en évidence une forte proportion de 
récepteurs AMPA perméables au calcium au niveau du NST, comparé aux autres noyaux des 
GB (Gotz et al., 1997). Cependant nous ne savons pas, pour le moment, sur quel type de 
synapse ces récepteurs sont présents, ni si ces récepteurs sont présents chez l’adulte. 
L’expression de récepteurs perméables au calcium au niveau des synapses cortico-NST aurait 
de fortes conséquences sur la physiologie de cette synapse, notamment en termes de plasticité 
synaptique. 
Récepteurs dopaminergiques 
Des études anatomiques et fonctionnelles utilisant des techniques telles que 
l’immunohistochimie couplée à la microscopie optique et électronique, l’électrophysiologie in 
vivo et in vitro, et la RT-PCR sur cellule unique ont mis en évidence la présence de récepteurs 




fonctionnels des familles D1 (récepteurs D1 et D5) et D2 (récepteurs D2, D3 et D4) au niveau 
du NST (Rommelfanger and Wichmann, 2010; Wilson and Bevan, 2011) (Froux et al. 2014, 
chapitre de livre en annexe 2).  
Au sein de la famille D1, les récepteurs D1 seraient exprimés préférentiellement au 
niveau des terminaisons pré-synaptiques et les récepteurs D5 au niveau des neurones du NST 
(post-synaptique) chez le rat et le singe (Flores et al., 1999; Svenningsson and Le Moine, 
2002; Baufreton et al., 2003; Rommelfanger and Wichmann, 2010). Cependant, une étude très 
récente et complète de microscopie électronique et de pharmacologie réalisée chez le singe, 
montre que les récepteurs D5 seraient préférentiellement exprimés sur les terminaisons 
glutamatergiques afférentes au NST, même si des niveaux élevés de récepteur D5 sont 
également rapportés au niveau des dendrites des neurones sous-thalamiques (Galvan et al., 
2014). Parmi ces études, seules deux précisent le type de synapse exprimant les récepteurs 
dopaminergiques. Au niveau post-synaptique, le récepteur D5 est exprimé au sein de synapses 
glutamatergiques chez le rat (Baufreton et al., 2003). Chez le singe, les récepteurs D1 et D5 
sont tous les deux exprimés au niveau des synapses glutamatergiques (Galvan et al., 2014). 
Encore une fois, aucune de ces études ne précise si les synapses glutamatergiques exprimant 
ces récepteurs sont des synapses cortico-NST, thalamo-NST ou pédonculoponto-NST. Pour le 
moment, aucun effet des récepteurs de la famille D1 n’a été mis en évidence sur la 
transmission synaptique au niveau des synapses glutamatergiques du NST. Les effets des 
récepteurs de la famille D1 sur les neurones du NST seront abordés au paragraphe 2.3.4. 
Les récepteurs de la famille D2 (principalement les récepteurs D2 et D3) sont également 
présents au niveau du NST chez le rat et le singe (Flores et al., 1999; Smith and Villalba, 
2008; Rommelfanger and Wichmann, 2010). La seule étude anatomique s’intéressant à la 
localisation pré- ou post-synaptique des récepteurs D2 a été réalisée chez le singe et révèle 
que ces derniers sont majoritairement pré-synaptiques au niveau des synapses 
glutamatergiques dans le NST (Galvan et al., 2014). Cependant, ces résultats sont complétés 
par des études fonctionnelles décrivant des effets pré-synaptiques et post-synaptiques des 
récepteurs de la famille D2 sur le NST (Wilson and Bevan, 2011). Deux études 
d’électrophysiologie sur tranche chez le rat montrent l’implication des récepteurs de la famille 
D2 au niveau des synapses glutamatergiques du NST (Shen and Johnson, 2000; Yamawaki et 
al., 2012). En effet, d’après ces études, l’activation des récepteurs pré-synaptiques de la 
famille D2 entraînerait une réduction de l’amplitude des EPSCs glutamatergiques au niveau 




des neurones sous-thalamiques. Les effets des récepteurs de la famille D2 sur l’activité des 
neurones sous-thalamiques seront abordés au paragraphe 2.3.4 
Ainsi, la présence des récepteurs dopaminergiques au niveau pré- et post-synaptique des 
synapses glutamatergiques dans le NST laisse supposer que ces derniers ont la capacité de 
moduler la transmission glutamatergique au niveau des synapses cortico-NST. Pourtant, peu 
d’études ont mis en évidence un effet des récepteurs dopaminergiques sur la transmission 
glutamatergique au niveau du NST. La figure 18 présente un schéma récapitulatif de 
l’organisation probable de la synapse cortico-NST. 
Récepteurs sérotoninergiques 
Les récepteurs à la sérotonine sont également exprimés au niveau du NST. Ainsi, la 
présence des récepteurs 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT2C, 5-HT4 et 5-HT5A a été décrite au niveau 
des neurones du NST (Ding and Zhou, 2014; Miguelez et al., 2014). Comme pour les 
récepteurs à la dopamine, peu d’informations sont disponibles concernant la localisation 
exacte de ces récepteurs dans le NST. Cependant, une étude fonctionnelle de patch-clamp sur 
tranches de cerveau chez le rat a mis en évidence un effet inhibiteur du récepteur 5-HT1B sur 
la transmission synaptique glutamatergique au niveau du NST (Shen and Johnson, 2008).  
2.3.3 Elément pré-synaptique : les neurones pyramidaux de la couche V du cortex 
Plusieurs études se sont intéressées aux propriétés anatomiques et électrophysiologiques 
des neurones pyramidaux de la couche V du cortex projetant sur le NST. D’après une étude 
de traçage antérograde réalisée chez le rat, les neurones cortico-NST du cortex moteur 
auraient un soma de grande taille et des dendrites lisses, ce qui correspond à certains profils 
de neurones cortico-spinaux (Kita and Kita, 2012). D’autres études d’électrophysiologie in 
vivo réalisées chez le rat ont utilisé des stimulations antidromiques des neurones corticaux à 
partir du NST pour repérer les neurones cortico-NST et se sont intéressées aux propriétés 
électrophysiologiques de ces neurones. D’après ces études, les neurones cortico-NST auraient 
un potentiel de repos autour de -60 mV (Paz et al., 2005; Degos et al., 2013) et un seuil de 
déclenchement des potentiels d’action à environ -53 mV (Degos et al., 2013). Si leur 
fréquence de décharge moyenne est relativement basse (environ 3 Hz), aussi bien chez 
l’animal anesthésié que chez l’animal éveillé au repos (Paz et al., 2005; Li et al., 2012), ils 
peuvent, en moyenne, atteindre une fréquence de décharge proche des 80 Hz lors d’injections  





Figure 18 : Schéma récapitulatif des principaux récepteurs exprimés au niveau des 
afférences glutamatergiques du  noyau sous-thalamique et de leurs effets. 
Le point d’interrogation signifie que l’expression pré-synaptique du récepteur D5 au niveau des 
fibres glutamatergiques n’est pas encore totalement validée. D1 = récepteur D1 ; D5 = récepteur 
D5 ; D2 = récepteurs de la famille D2 (D2 et D3 principalement) ; EPSC = courant post-
synaptique excitateur. 




de courants dépolarisants (Paz et al., 2005). L’une de ces études a rapporté que la plupart des 
neurones cortico-NST exprimait un courant rectifiant lors d’une hyperpolarisation (appelé 
« sag » en anglais) et des propriétés de rebond post-inhibiteur (Paz et al., 2005) (figure 19). 
De plus, ces neurones auraient la capacité de décharger en bouffées (« bursts » en anglais) et 
cette capacité serait d’ailleurs amplifiée chez des rats lésés à la 6-OHDA (Paz et al., 2005; Li 
et al., 2012; Degos et al., 2013). Cependant, malgré la connaissance de ces caractéristiques, 
aucun profil spécifique permettant de différencier les neurones cortico-NST des autres sous-
populations de neurones pyramidaux n’a été mis en évidence (Kita and Kita, 2012). L’étude 
de ces neurones in vitro pourrait permettre une étude plus complète de leurs propriétés 
électrophysiologiques. 
2.3.4 Elément post-synaptique : les neurones sous-thalamiques 
Propriétés électrophysiologiques 
Trois types d’activités électrophysiologiques produites par les neurones du NST ont été 
rapportés in vivo : un profil de décharge « régulier », un autre « irrégulier » et un dernier 
caractérisé par un mode de décharge en bouffées de potentiels d’action (bursty en anglais), le 
profil « irrégulier » étant le plus fréquent chez le rat anesthésié (Wilson and Bevan, 2011). Au 
repos, la fréquence moyenne de décharge des neurones du NST est comprise entre 18 et 28 Hz 
chez le singe éveillé (Georgopoulos et al., 1983; Matsumura et al., 1992; Wichmann et al., 
1994; Isoda and Hikosaka, 2008), alors que chez le rat anesthésié, celle-ci est plus basse (7 à 
12 Hz) (Hollerman and Grace, 1992; Ryan and Clark, 1992; Fujimoto and Kita, 1993).  
In vitro, c’est le profil de décharge « régulier » qui est le plus fréquent chez le rat. Seuls 
quelques neurones expriment spontanément le profil de décharge en bouffées, même si la 
majorité des neurones sous-thalamiques ont la capacité d’exprimer ce type d’activité en 
réponse à une hyperpolarisation ou lorsqu’ils sont maintenus à des potentiels hyperpolarisés 
(entre -50 et -60 mV) (Beurrier et al., 1999; Bevan and Wilson, 1999) (figure 20). En 
revanche, le profil « irrégulier » n’a pas été rapporté in vitro (Wilson and Bevan, 2011). La 
fréquence moyenne de décharge des neurones sous-thalamiques dans ces conditions, en 
l’absence de transmission synaptique, est comprise entre 5 et 15 Hz selon les études (Bevan et 
al., 2006). Cette différence par rapport aux études réalisées chez l’animal éveillé pourrait être 
due à l’absence d’influence corticale sur le NST in vitro. 
  







Figure 19 : Propriétés morphologiques et électrophysiologiques des neurones cortico-
sous-thalamiques. 
En haut : images de microscopie optique montrant deux neurones cortico-sous-thalamiques 
après révélation de la BDA (biotinylated dextran amine) sur des coupes de cerveau de rat 
avec une révélation du marqueur neuronal NeuN permettant de différencier les différentes 
couches du cortex. D’après Kita and Kita 2012 (Kita and Kita, 2012). En bas : Propriétés 
électrophysiologiques de neurones cortico-sous-thalamiques in vivo. A gauche : réponse 
d’un neurone cortico-sous-thalamique à l’injection de créneaux de courant positifs et 
négatifs. A droite : courbe intensité/voltage (I/V) d’un neurone cortico-sous-thalamique 
pour les valeurs d’intensité sous-liminaires et intensité/fréquence de décharge pour les 
valeurs d’intensité supra-liminaires. Ces neurones expriment un courant rectifiant appelé 
SAG en réponse à une hyperpolarisation (pointe noire) et un rebond post-inhibiteur (flèche 
entière) D’après Paz 2005 (Paz et al., 2005). 
 





Figure 20 : Propriétés morphologiques et électrophysiologiques des neurones du NST. 
A : Image de microscopie optique montrant un neurone du noyau sous-thalamique après 
révélation de la biocytine (gauche). Enregistrements électrophysiologiques de patch-clamp in 
vitro montrant les variations du potentiel de membrane (mode courant imposé) d’un neurone 
du NST à l’injection de créneaux de courants positifs et négatifs (milieu) et le rythme de 
décharge régulier d’un neurone du NST enregistré en configuration cellule attachée (droite). 
Ces neurones expriment un courant rectifiant appelé SAG en réponse à une hyperpolarisation. 
Noter la capacité des neurones du NST à exprimer des bouffées de potentiels d’action lors 
d’injections de créneaux de courant positif et au retour d’une hyperpolarisation (milieu). 
D’après Bosch 2012 (Bosch et al., 2012). B : Enregistrement électrophysiologique montrant 
un neurone du NST passant d’un rythme de décharge régulier à un mode de décharge en 
bouffées, lorsqu’il est hyperpolarisé. C : Enregistrement de patch-clamp en cellule entière 
montrant un neurone du NST exprimant des bouffées de potentiels d’action en réponse à 
l’injection de courant positif (gauche) ou au retour d’une hyperpolarisation (droite). Noter que 
la bouffée de potentiels d’action est maintenue, même après la fin de la stimulation. D’après 
Baufreton 2003 (Baufreton et al., 2003). 




L’activité autonome des neurones sous-thalamiques est due à la présence de canaux 
sodiques persistants et résurgents voltage-dépendants de type Nav qui sont actifs sous le seuil 
de déclenchement des potentiels d’action (Beurrier et al., 2000; Do and Bean, 2003; Bevan et 
al., 2006; Wilson and Bevan, 2011). Les courants induits par ces canaux (INaP) étant 
sensiblement plus puissants que les courants potassiques persistants également actifs à ces 
potentiels de membrane, le potentiel de membrane augmente lentement pendant l’intervalle 
inter-potentiel d’action jusqu’à déclencher un nouveau potentiel d’action (Bevan and Wilson, 
1999; Beurrier et al., 2000; Farries et al., 2010). La faible entrée de calcium induite lors du 
potentiel d’action active des canaux potassiques calcium dépendants (canaux SKCa) 
responsables de la phase d’hyperpolarisation après le potentiel d’action. Cette phase permet 
de réactiver les canaux sodiques persistants et résurgents voltage-dépendants qui entraînent 
l’émission d’un nouveau potentiel d’action. Le blocage des courants SK montre que ces 
derniers sont responsables de la régularité de l’activité autonome des neurones sous-
thalamiques (Bevan and Wilson, 1999; Hallworth et al., 2003). 
Les bouffées de potentiels d’action exprimées par les neurones du NST sont 
essentiellement dues aux canaux calciques exprimés par les neurones sous-thalamiques 
(Wilson and Bevan, 2011). En effet, aux potentiels hyperpolarisés, les canaux calciques à bas 
seuil de type Cav3 et cationiques de type HCN (hyperpolarization activated cyclic nucleotide 
gated channels) sont réactivés et dépolarisent le neurone jusqu’à entraîner l’émission d’une 
bouffée de potentiels d’action. La dépolarisation est alors maintenue par l’activation de 
canaux calciques à haut seuil de type Cav1 et Cav2 (Beurrier et al., 1999; Song et al., 2000; 
Hallworth et al., 2003). C’est l’activation des canaux SKCa par le calcium accumulé qui 
entraine petit à petit la réduction de la fréquence des potentiels d’action de la bouffée, puis 
mène à la repolarisation du neurone. L’hyperpolarisation ainsi créée réactive les canaux 
calciques à bas seuil et une nouvelle bouffée est émise. 
Les propriétés électrophysiologiques particulières des neurones du NST peuvent 
influencer les effets des entrées synaptiques reçues par ces derniers. Par exemple, la levée 
d’une forte inhibition GABAergique de ces neurones imposée par le GPe peut entraîner 
l’apparition de rebonds d’activité pouvant parfois se prolonger par une bouffée de potentiels 
d’action. Ainsi, une inhibition des neurones du NST peut, paradoxalement, entraîner une forte 
activité de ces neurones (Bevan et al., 2000). De plus, la réactivation des canaux Nav par une 
inhibition GABAergique avant l’arrivée d’un EPSC glutamatergique accroit l’efficacité de ce 




dernier en termes de rapidité et de précision du déclenchement des potentiels d’action 
(Baufreton et al., 2005a). Ainsi, l’interaction des propriétés électrophysiologiques 
intrinsèques et des propriétés synaptiques des neurones du NST conditionnent la manière dont 
l’information sera reçue, traitée et transmise par le NST aux noyaux de sortie des GB. 
Modulation dopaminergique 
L’apparition d’une synchronisation et l’augmentation de l’activité de décharge des 
neurones du NST, associées à l’augmentation de l’occurrence du profil de décharge en 
bouffées dans la maladie de Parkinson a suscité un intérêt croissant pour les effets de la 
dopamine sur les neurones du NST. 
L’activation des récepteurs dopaminergiques post-synaptiques entraîne une 
dépolarisation des neurones du NST et une augmentation de leur fréquence de décharge 
(Wilson and Bevan, 2011). Ces effets sont en majeure partie induits par les récepteurs de la 
famille D2. En effet, l'activation des récepteurs D2 et D3 dépolarisent les neurones sous-
thalamiques et augmentent leur fréquence de décharge et leur excitabilité, tout en réduisant 
leur régularité chez le rat. Ainsi, les effets des récepteurs de la famille D2 peuvent entraîner 
un changement d’activité des neurones du NST en favorisant le passage d’un profil de 
décharge en bouffées vers un profil de décharge tonique (Zhu et al., 2002; Baufreton et al., 
2005b; Ramanathan et al., 2008). 
De même, l’activation des récepteurs de la famille D1 entraînent une augmentation de la 
fréquence de décharge des neurones du NST dans des tranches de cerveau de rat (Baufreton et 
al., 2005b; Loucif et al., 2008). En revanche, les récepteurs D5 favorisent l’apparition de 
l’activité de décharge en bouffées dans les neurones du NST et stimulent la durée de ces 
événements dans les neurones ayant la capacité de décharger en bouffées (Baufreton et al., 
2003; Baufreton et al., 2005b; Chetrit et al., 2013). Cet effet passe par l’augmentation de la 
conductance des canaux calciques de type Cav1 via l’activation de la voie de l’adénylate 
cyclase et de la PKA. 
Les effets des récepteurs à la dopamine observés in vitro ne sont que partiellement 
confirmés in vivo. En effet, si les effets des récepteurs de la famille D1 sur l’activité de 
décharge en bouffées ont été confirmés chez le rat (Chetrit et al., 2013) et le singe (Galvan et 
al., 2014), l’activation des récepteurs de la famille D1 par injection de SKF82958 dans le NST 
chez le singe entraîne une diminution de la fréquence de décharge des neurones sous-




thalamique (Galvan et al., 2014). De même, dans cette étude, l’injection de quinpirole, un 
agoniste des récepteurs de la famille D2, n’entraîne pas de modification de la fréquence de 
décharge des neurones du NST (Galvan et al., 2014). Cependant, un grand nombre de facteurs 
comme, par exemple, le fait que toutes les afférences du NST soient préservées in vivo doit 
être pris en compte dans l’interprétation des données obtenues in vivo, ce qui pourrait 
expliquer ces différences de résultats avec la pharmacologie in vitro. 
3. PLASTICITE SYNAPTIQUE A COURT TERME 
3.1. Présentation des différents types de plasticité synaptique 
3.1.1 Généralités : la plasticité synaptique 
Une des propriétés les plus importantes des synapses est leur capacité à garder une trace 
de leur activité passée. La trace est encodée grâce à divers phénomènes de plasticité 
synaptique. La plasticité synaptique correspond à la modification plus ou moins durable de 
l’efficacité d’une synapse. La modification est fonction de l’activité de la synapse concernée 
et dans certains cas, elle apparaît à la suite de la détection de la coïncidence de deux 
événements. Ainsi, en agissant de concert avec d’autres types de plasticité, tels que la 
plasticité moléculaire (modification durable de l’activité de certaines protéines), la plasticité 
morphologique (création ou élimination de synapses) ou encore la neurogénèse (production 
de nouveaux neurones), la plasticité synaptique serait à l’origine de nos capacités 
d’apprentissage, de mémorisation, d’adaptation mais aussi d’oubli (Citri and Malenka, 2008; 
Takeuchi et al., 2014).  
En effet, la plasticité synaptique est caractérisée par des changements bidirectionnels : 
l’efficacité synaptique peut être renforcée, ce qui correspond aux phénomènes de facilitation 
et de potentialisation ou, à l’inverse, être affaiblie, ce qui correspond au phénomène de 
dépression. De plus, les modifications d’efficacité synaptique peuvent perdurer dans le temps. 
On parle ainsi de plasticité à court terme lorsque l’effet perdure de la dizaine de millisecondes 
à quelques minutes ou de plasticité à long terme pour des effets allant de quelques minutes à 
plusieurs heures, voire même plusieurs jours (Citri and Malenka, 2008).  




3.1.2 La plasticité synaptique à long terme 
La plasticité à long terme et les mécanismes impliqués dans son établissement et son 
maintien sont les plus étudiés. En effet, du fait de la persistance de ses effets dans le temps, ce 
serait la plasticité à long terme, plus que la plasticité à court terme, qui serait responsable des 
processus d’apprentissage et de mémorisation. Le modèle le plus utilisé pour étudier la 
plasticité à long terme est la région CA1 de l’hippocampe, une structure impliquée dans les 
processus de mémorisation (Zola-Morgan and Squire, 1993; Martin et al., 2000). Le principal 
acteur de la plasticité à long terme est le récepteur NMDA (Citri and Malenka, 2008). En 
effet, l’activation de ce récepteur entraîne une entrée de calcium dans les dendrites du neurone 
post-synaptique. Il faut préciser que l’activation du récepteur NMDA nécessite non seulement 
l’activation du neurone pré-synaptique entraînant une libération de glutamate dans l’espace 
synaptique, mais aussi la dépolarisation simultanée du neurone post-synaptique pour lever le 
bloc magnésium (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984). Le récepteur NMDA fait ainsi 
figure de détecteur de coïncidence entre les activités pré- et post-synaptiques. C’est la 
modification de la concentration de calcium post-synaptique qui va orienter la synapse vers 
une potentialisation ou une dépression à long terme. En effet, l’induction d’une dépression à 
long terme nécessite une élévation relativement faible des taux de calcium intracellulaires 
(Cummings et al., 1996), alors que l’induction de la potentialisation à long terme nécessite 
une très forte augmentation des taux de calcium post-synaptiques (Malenka and Nicoll, 1993). 
Dans le cas de la potentialisation à long terme, l’élévation des taux de calcium entraîne 
l’activation de kinases, notamment de la CaMKII, ce qui a, entre autres, pour conséquence 
d’augmenter la conductance des récepteurs AMPA et de favoriser l’intégration de ces derniers 
au niveau de la densité post-synaptique, renforçant ainsi la transmission synaptique (Citri and 
Malenka, 2008) (figure 21). Dans un deuxième temps, des changements morphologiques 
peuvent intervenir, comme par exemple, une augmentation de la taille de l’épine dendritique 
(Yuste and Bonhoeffer, 2001; Abraham and Williams, 2003; Matsuzaki et al., 2004) et de la 
zone active pré-synaptique (Lisman and Harris, 1993). L’intervention de changements dans 
l’expression protéique est à l’origine du maintien de la potentialisation à long terme (Sutton 
and Schuman, 2006; Zhou et al., 2006).  
A l’inverse, les mécanismes de la dépression à long terme passent majoritairement par 
l’activation des phosphatases intracellulaires qui ont pour effet de réduire la conductance des 
récepteurs AMPA et de rompre l’ancrage de ces derniers au niveau de la densité post- 





Figure 21 : Principaux mécanismes de la plasticité à long terme dépendante des 
récepteurs NMDA. 
A gauche : schéma présentant les principaux mécanismes de la dépression à long terme 
dépendante des récepteurs NMDA. A droite : schéma présentant les principaux mécanismes 
de la potentialisation à long terme dépendante des récepteurs NMDA. LTD = dépression à 
long terme ; LTP = potentialisation à long terme. Voir le texte pour plus de détails. D’après 
Kauer and Malenka 2007 (Kauer and Malenka, 2007). 
 




synaptique, ce qui mène à leur retrait de la synapse par endocytose (Citri and Malenka, 2008) 
(figure 21). Une réduction de la taille des épines dendritiques a également été rapportée, ce 
qui contribue à la diminution de la transmission synaptique (Nägerl et al., 2004; Zhou et al., 
2004).  
Les phénomènes de plasticité synaptique à long terme mettent en jeu des mécanismes 
plus complexes et variés que ceux décrits brièvement dans ce paragraphe. Cependant, la 
plasticité à long terme n’ayant pas été étudiée au cours de cette thèse, ce type de plasticité ne 
sera pas détaillé plus précisément. Une vision bien plus complète et descriptive de l’ensemble 
de ces mécanismes est disponible dans une revue de Citri et Malenka publiée en 2008 (Citri 
and Malenka, 2008). 
3.1.3 La plasticité synaptique à court terme 
Présentation de la plasticité à court terme 
Il existe deux types majeurs de plasticité synaptique à court terme : la facilitation et la 
dépression à court terme (Fioravante and Regehr, 2011). La facilitation apparaît 
majoritairement au niveau des synapses à faible probabilité de libération initiale de 
neurotransmetteurs. La stimulation répétée à haute fréquence de ce type de synapse entraîne 
une augmentation progressive de la probabilité de libération du neurotransmetteur. Ainsi, à 
chaque stimulation reçue, le message transmis au neurone post-synaptique est augmenté et 
favorise l’émission d’un potentiel d’action par le neurone post-synaptique (figure 22). A 
l’inverse, la dépression à court terme apparaît majoritairement au niveau des synapses à forte 
probabilité de libération initiale. Lorsque ces synapses sont stimulées à haute fréquence, on 
observe une diminution de la force de la transmission synaptique (figure 22). Il existe 
également deux autres formes de plasticité à court terme : l’augmentation et la potentialisation 
post-tétanique (Fioravante and Regehr, 2011). Ces deux formes de renforcement de l’activité 
synaptique apparaissent à la suite d’une activation à haute fréquence de la synapse. On 
distingue ces deux phénomènes en fonction de leur durée, principalement. La potentialisation 
post-tétanique dure 10 secondes à quelques minutes et sa durée augmente en fonction de la 
fréquence et de la durée de la stimulation. L’augmentation, elle, nécessite une stimulation 
moins longue de la synapse et dure 5 à 10 secondes.  
  






Figure 22 : Exemples de facilitation et de dépression à court terme. 
Lorsqu’un neurone pré-synaptique décharge à une fréquence donnée (haut), on peut observer, 
selon le type de synapse, une augmentation progressive des courants post-synaptiques 
excitateurs (EPSC) au niveau du neurone post-synaptique, ce qui correspond à une facilitation 
à court terme (milieu) ou une diminution progressive des EPSC au niveau du neurone post-
synaptique, ce qui correspond à une dépression à court terme (bas). D’après Von Gersdorff 
and Borst 2002 (von Gersdorff and Borst, 2002). 
 




Intérêt fonctionnel de la plasticité à court terme 
D’un point de vue fonctionnel, la plasticité synaptique à court terme serait 
majoritairement impliquée dans les phénomènes d’intégration et de traitement de 
l’information reçue par les neurones (Fioravante and Regehr, 2011). A ce titre, cette propriété 
a été reliée au traitement de l’information sensorielle et c’est dans ce contexte qu’elle est le 
plus souvent étudiée (Abbott and Regehr, 2004). Par exemple, il a été rapporté que la 
dépression à court terme serait impliquée dans la localisation des sons (Kuba et al., 2002; 
Cook et al., 2003).  
Cependant, la plasticité à court terme concerne la majorité des synapses du système 
nerveux et cette propriété est très importante dans le fonctionnement des réseaux de neurones. 
En effet, la plasticité à court terme confère aux synapses des propriétés de filtre de 
l’information neuronale (Abbott and Regehr, 2004). Ainsi, plus une synapse ayant une forte 
probabilité de libération initiale sera stimulée à haute fréquence, moins le message sera 
transmis au travers de cette synapse. Ce type de synapse se comporte ainsi comme un filtre 
passe-bas puisque celle-ci déprime pour des fréquences élevées et ne laisse passer 
l’information correctement que pour les fréquences basses. A l’inverse, les synapses ayant 
une faible probabilité initiale de libération peuvent être assimilées à des filtres passe-haut 
puisqu’elles facilitent pour des informations reçues à haute fréquence, alors que les basses 
fréquences ne seront pas transmises avec la même efficacité. D’autres synapses ayant une 
probabilité de libération intermédiaire auront tendance à potentialiser pour les fréquences 
élevées, mais si la fréquence de stimulation est trop élevée, on observera une dépression. 
Ainsi, ces synapses sont considérées comme des filtres passe-bande, puisqu’elles favorisent le 
passage de l’information pour une gamme de fréquence spécifique (figure 23). 
Dans certains cas, la plasticité synaptique à court terme permet aux neurones de 
répondre plus fortement à l’arrivée d’un nouveau stimulus (Abbott and Regehr, 2004). Par 
exemple, une synapse exprimant une dépression à court terme va préférentiellement entraîner 
une réponse dans le neurone post-synaptique lors de la première stimulation d’un train, 
comparé à la dernière stimulation de ce train. Ce phénomène est appelé « adaptation » et 
pourrait avoir un rôle dans les phénomènes d’adaptation au contraste (Chance et al., 1998) ou 
de suppression d’un stimulus « cible » par un stimulus « masque » (Carandini et al., 2002; 
Freeman et al., 2002) au niveau du cortex visuel primaire. 
  






Figure 23 : La plasticité synaptique à court terme confère des propriétés de filtre de 
l’information neuronale aux synapses. 
Exemples de trois synapses du système nerveux central ayant des profils de plasticité à 
court terme différents : la synapse entre les fibres grimpantes et les cellules de Purkinje du 
cervelet (CF) qui exprime des propriétés de filtre passe-bas, la synapse entre les fibres 
parallèles et les cellules de Purkinje du cervelet (PF) exprimant des propriétés de filtre 
passe-haut et la synapse entre les fibres de la collatérale de Schaeffer et les neurones de la 
région CA1 de l’hippocampe (SC) exprimant des propriétés de filtre passe-bande. a : 
Enregistrements électrophysiologiques des courants post-synaptiques induits dans le 
neurone post-synaptique, en réponse à une stimulation identique (trace du haut) appliquée 
aux trois synapses. b : Les trois profils de plasticité à court terme. Ces profils 
correspondent à l’amplitude normalisée du 8ème ou 10ème courant post-synaptique 
excitateur du train par rapport au premier, exprimée en fonction de la fréquence de 
stimulation. D’après Abbott and Regehr 2004 (Abbott and Regehr, 2004). 




La plasticité à court terme peut également favoriser le passage de certains types de 
patron de décharge, comparé à d’autres (Abbott and Regehr, 2004). En effet, une synapse qui 
exprime une facilitation à court terme laisse passer plus facilement les messages rapides et 
donc facilitera le passage d’informations codées sous forme de bouffées de potentiels 
d’action. A l’inverse, une synapse exprimant une dépression à court terme filtrera les 
messages en bouffées et le neurone post-synaptique émettra un message plus régulier.  
Ainsi, la plasticité à court terme a la capacité de transformer complètement 
l’information neuronale. C’est pourquoi il est absolument nécessaire de connaître les 
propriétés de plasticité à court terme des synapses d’un réseau neuronal pour pouvoir 
déchiffrer le fonctionnement de ce dernier. De plus, les caractéristiques de filtre des synapses 
étant ajustées en fonction de la probabilité de libération initiale de la synapse, tout 
neuromodulateur agissant au niveau pré-synaptique et modifiant la probabilité de libération 
pourrait changer les propriétés de filtre des synapses et ainsi, bouleverser le fonctionnement 
d’un réseau neuronal.  
Bases biologiques de la plasticité à court terme 
Au niveau des synapses chimiques, dont font partie les synapses glutamatergiques, un 
potentiel d’action généré au niveau du corps cellulaire se propage le long de l’axone jusqu’à 
atteindre la terminaison synaptique. La dépolarisation créée par ce dernier active alors des 
canaux calciques voltage-dépendants, ce qui entraîne une entrée massive de calcium. La forte 
augmentation de calcium dans la terminaison pré-synaptique stimule la fusion des vésicules 
synaptiques avec la membrane plasmique, ce qui libère le neurotransmetteur dans la fente 
synaptique. Le neurotransmetteur peut alors activer les récepteurs post-synaptiques et 
transmettre le signal au niveau du neurone post-synaptique (figure 24). Lors des phénomènes 
de plasticité à court terme, ce sont majoritairement des mécanismes affectant la libération de 
neurotransmetteurs qui entrent en jeu (Zucker and Regehr, 2002).  
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer les phénomènes de dépression à 
court terme. Par exemple, ce phénomène pourrait provenir d’un épuisement des stocks de 
vésicules disponibles après l’arrivée du premier potentiel d’action (Fioravante and Regehr, 
2011). Ainsi, lors des stimulations suivantes, moins de vésicules sont mobilisables pour 
libérer le neurotransmetteur. Une quantité plus faible de neurotransmetteur sera libérée et 
donc la réponse synaptique sera réduite. Ainsi, plus la probabilité de libération initiale de la  





Figure 24 : Schéma simplifié expliquant les mécanismes de la transmission synaptique 
rapide. 
Lors de l’arrivée d’un potentiel d’action au niveau de la terminaison synaptique (1), la 
dépolarisation créée par ce dernier entraîne l’ouverture des canaux calciques dépendants du 
potentiel membranaire, ce qui se traduit par une entrée massive de calcium dans la 
terminaison synaptique (2). En interagissant avec les protéines du complexe SNARE, 
notamment la synaptotagmine, le calcium stimule la fusion des vésicules synaptique avec la 
membrane plasmique (3). Le neurotransmetteur jusqu’ici contenu dans les vésicules est 
libéré dans la fente synaptique, où il peut interagir avec ses récepteurs post-synaptiques (4). 
L’activation des récepteurs-canaux par le neurotransmetteur entraîne des échanges d’ions 
entre le neurone post-synaptique et le milieu extracellulaire (5). Cet échange d’ions 
correspond à un courant post-synaptique qui provoque une modification du potentiel de 
membrane du neurone post-synaptique, appelée potentiel post-synaptique (6), pouvant 
conduire à l’émission de un ou plusieurs potentiels d’action post-synaptiques qui 
transmettront, à leur tour, l’information neuronale vers d’autres neurones (7). Les 
mécanismes de plasticité à court terme sont dus à une modification de ce système, que ce 
soit au niveau du stock de vésicules prêtes à être libérées, de l’homéostasie calcique de la 
terminaison pré-synaptique, ou encore de la saturation et de la diffusion membranaire des 
récepteurs post-synaptiques. Image obtenue à partir du site internet antranik.org : 
http://antranik.org/synaptic-transmission-by-somatic-motorneurons/. 




synapse sera élevée, plus le stock de vésicules sera utilisé lors de la première stimulation et 
moins il restera de vésicules disponibles pour une prochaine stimulation. Une autre 
explication propose que la fusion d’une vésicule au niveau d’un site de libération entraînerait 
une inhibition de la fusion de vésicules au niveau de ce site, même si le stock de vésicule 
n’est pas affecté (von Gersdorff and Borst, 2002; Neher and Sakaba, 2008). Une réduction de 
l’activité des canaux calciques responsables de l’influx de calcium dans la terminaison 
synaptique pourrait également être responsable des phénomènes de dépression à court terme 
(Fioravante and Regehr, 2011). En effet, il a été montré que l’inactivation des canaux 
calciques par le calcium entré lors de la stimulation précédente entraînait une réponse post-
synaptique de plus faible amplitude (Forsythe et al., 1998; Xu and Wu, 2005). Cette 
inactivation des canaux calciques passerait en partie par la calmoduline, une protéine activée 
par le calcium (Catterall and Few, 2008). En effet, il a été montré que la délétion du domaine 
de fixation à la calmoduline des canaux calciques de type P impliqués dans l’entrée de 
calcium dans la terminaison synaptique, permettait de réduire la dépression synaptique à court 
terme (Mochida et al., 2008). 
Concernant la facilitation à court terme, il a été proposé que le calcium restant dans la 
terminaison synaptique à la suite de la première activation pouvait augmenter la probabilité de 
libération lors d’une seconde activation de la synapse (Zucker and Regehr, 2002). Cependant, 
une étude a montré que, dans certaines conditions, la quantité de calcium résiduel n’était pas 
suffisante pour augmenter la transmission synaptique (Felmy et al., 2003). Ainsi, il a été 
proposé que le calcium résiduel modifierait la probabilité de libération en activant d’autres 
protéines que la synaptotagmine, la principale protéine impliquée dans la libération 
vésiculaire dépendante du calcium (Fioravante and Regehr, 2011). Pour le moment, aucune 
protéine ayant la capacité d’intervenir dans ces éventuels effets du calcium n’a été mise en 
évidence (Fioravante and Regehr, 2011). Un rôle des tampons calciques intracellulaires dans 
la facilitation à court terme a également été proposé. En effet, ces protéines liant le calcium 
l’empêchent d’exercer ses effets sur la libération synaptique et donc réduisent la probabilité 
de libération initiale de la terminaison synaptique (Neher, 1998; Matveev et al., 2004). Après 
une première stimulation, ces tampons seraient en partie saturés par le calcium et lors de la 
stimulation suivante, plus de calcium serait alors disponible pour stimuler la libération de 
neurotransmetteur. 




Des acteurs post-synaptiques peuvent également jouer un rôle dans les phénomènes de 
plasticité à court terme, même s’ils semblent avoir une part moins importante que les acteurs 
pré-synaptiques (Zucker and Regehr, 2002). En effet, la désensibilisation des récepteurs 
AMPA joue un rôle dans la transmission synaptique au niveau de nombreuses synapses 
(Zucker and Regehr, 2002). Il a été montré que l’inhibition de la désensibilisation des 
récepteurs AMPA réduisait partiellement la dépression à court terme lors de trains de 
stimulation au niveau du Calyx de Held chez le poulet (Brenowitz and Trussell, 2001). 
Cependant, l’implication de la désensibilisation des récepteurs dans les mécanismes de 
plasticité à court terme varie fortement en fonction de la synapse étudiée (Xu-Friedman and 
Regehr, 2004). Par exemple, ce phénomène n’est retrouvé ni pour les synapses cortico-
striatales, ni pour les synapses thalamo-striatales chez la souris (Ding et al., 2008). La 
diffusion latérale des récepteurs au niveau de la membrane post-synaptique pourrait 
également être impliquée dans les phénomènes de plasticité à court terme (Choquet and 
Triller, 2013). Par exemple, il a été montré qu’une réduction de la diffusion latérale des 
récepteurs AMPA pouvait entraîner des modifications de la plasticité à court terme sur des 
cultures primaires de neurones hippocampiques (Frischknecht et al., 2009). 
3.2. Plasticité à court-terme de la synapse cortico-sous-thalamique 
Une seule étude s’est intéressée à proprement parler à la synapse cortico-NST in vitro 
(Bosch et al., 2012). En effet, en s’appuyant sur des techniques de traçage neuronal et de 
reconstruction 3D, les auteurs ont mis au point une tranche de cerveau permettant de 
conserver intacte une partie des fibres cortico-NST chez le rat. Dans cette étude, la plasticité à 
court terme de la voie cortico-NST a été étudiée en appliquant des protocoles de stimulation 
directement au niveau de la couche VI du cortex orofacial. Ces protocoles étaient composés 
de deux chocs électriques plus ou moins rapprochés dans le temps, ce qu’on appelle 
stimulations appariées ou paired-pulse en anglais. Les résultats obtenus montrent que la 
synapse cortico-NST n’exprime pas de plasticité à court terme lorsqu’on applique deux 
stimulations à des fréquences comprises entre 5 et 40 Hz (figure 25).  
Les autres études se sont plutôt intéressées à l’ensemble des synapses glutamatergiques 
du NST en utilisant des stimulations électriques de la capsule interne (Farries et al., 2010) 
(Yamawaki et al., 2012) ou du NST directement (Shen et al., 2003). Parmi ces études, 
seulement deux apportent des éléments concernant la plasticité de la voie cortico-NST (Shen 




et al., 2003; Yamawaki et al., 2012). Premièrement, ces deux études montrent que les 
synapses glutamatergiques du NST n’expriment pas de plasticité à court terme après deux 
chocs électriques à 20 Hz, même si on note une légère tendance à la facilitation dans un cas 
(Shen et al., 2003) et à la dépression à court terme dans l’autre (Yamawaki et al., 2012), ce 
qui est en accord avec les données obtenues par Bosch et coll. Deuxièmement, l’étude de 
Shen et coll. met en évidence trois types de plasticité exprimés à la suite d’une stimulation à 
haute fréquence des afférences glutamatergiques du NST : une potentialisation à court terme 
ainsi qu’une potentialisation et une dépression à long terme (Shen et al., 2003). La 
potentialisation à court terme observée dans cette étude s’apparente fortement au phénomène 
de potentialisation post-tétanique décrit au paragraphe 3.1.3, ce qui est appuyé par l’origine 
pré-synaptique du phénomène observé par Shen et coll. Cependant, ce type de plasticité ne 
concernerait qu’une faible proportion des neurones du NST. En effet, seulement 4 neurones 
sur 46 enregistrés exprimaient ce type de plasticité selon cette étude. 
Ainsi, peu d’informations sont disponibles concernant la plasticité à court terme de la 
synapse cortico-NST. De plus, ces résultats ont été obtenus à partir de protocoles utilisant 
uniquement deux stimulations successives ou des stimulations à très haute fréquence (100 
Hz), ce qui n’apporte que peu d’informations concernant la réaction de cette synapse en 
conditions physiologiques.  
  






Figure 25 : Plasticité synaptique à court terme de la synapse cortico-sous-thalamique. 
Haut : Schéma du protocole expérimental permettant d’obtenir le profil de plasticité à court 
terme de la synapse cortico-sous-thalamique en stimulant directement les neurones du cortex 
sur des tranches parasagittales de cerveau de rat et en enregistrant les neurones sous-
thalamiques en patch-clamp, configuration cellule entière. Bas : Des stimulations appariées 
plus ou moins rapprochées dans le temps ont permis d’obtenir les valeurs de paired-pulse ratio 
(PPR), correspondant à l’amplitude du deuxième EPSC rapportée à celle du premier pour des 
écarts de stimulation allant de 25 à 250 ms. Le PPR est égal à 1 quel que soit l’écart entre les 
stimulations, ce qui implique que la synapse cortico-sous-thalamique n’exprime pas de 
plasticité à court terme aux fréquences étudiées. D’après Bosch 2012 (Bosch et al., 2012). 





Les ganglions de la base sont un ensemble de structures sous-corticales impliquées 
dans la motricité volontaire, mais aussi dans des aspects plus cognitifs et motivationnels du 
comportement moteur (Haber, 2003). La dopamine est un neuromodulateur essentiel au bon 
fonctionnement des ganglions de la base. En effet, des taux anormaux de dopamine au sein 
des ganglions de la base entraînent des dérégulations fonctionnelles de ce réseau, à l’origine 
de diverses pathologies motrices, comme par exemple la maladie de Parkinson (Meissner et 
al., 2011).  
Comme son nom l’indique, la synapse cortico-sous-thalamique est une synapse 
glutamatergique (excitatrice) transmettant les informations corticales au noyau sous-
thalamique, ce qui forme la première partie de la voie hyperdirecte des ganglions de la base. 
Le noyau sous-thalamique est un composant essentiel des ganglions de la base puisqu’il en est 
le seul noyau glutamatergique. Ainsi, la synapse cortico-sous-thalamique forme, avec la 
synapse cortico-striatale, une voie d’entrée des informations corticales dans le réseau des 
ganglions de la base (Mathai and Smith, 2011). 
Malgré les résultats obtenus, notamment chez l’Homme, montrant l’implication de la 
voie cortico-sous-thalamique dans des tâches de type « go-no-go » (inhibition d’un acte 
moteur débuté) (Aron and Poldrack, 2006; Jahfari et al., 2011; Forstmann et al., 2012) et dans 
les effets bénéfiques de la stimulation cérébrale profonde du noyau sous-thalamique sur les 
symptômes de la maladie de Parkinson (Li et al., 2012; Degos et al., 2013), les propriétés des 
synapses cortico-sous-thalamiques ont très peu été étudiées jusqu’ici. En effet, l’anatomie 
particulière de la voie cortico-sous-thalamique rend difficile l’étude spécifique de cette 
synapse in vitro (Beurrier et al., 2006; Bosch et al., 2012). L’identification des axones 
corticaux pré-synaptiques est nécessaire, ces derniers projetant sur le noyau sous-thalamique 
via un faisceau d’axones, la capsule interne, qui regroupe de nombreuses autres fibres 
ascendantes et descendantes. De ce fait, les propriétés de plasticité à court terme de la 
synapse cortico-sous-thalamique sont très peu décrites, alors que ces dernières doivent 
influencer considérablement la façon dont deux structures cérébrales communiquent.  
Il a également été démontré que des récepteurs dopaminergiques D5 (RD5) étaient 
exprimés sur les dendrites des neurones du noyau sous-thalamique, à proximité des synapses 
glutamatergiques, et qu’ils favorisaient le mode de décharge en bouffée de ces neurones 
(Baufreton et al., 2003; Baufreton et al., 2005b). Cependant, malgré leur proximité avec les 




synapses glutamatergiques, aucune étude n’a rapporté d’effet des RD5 sur la transmission 
glutamatergique au niveau du NST. Pourtant, plusieurs études ont montré que les récepteurs 
de la famille D1 (D1 et D5) avaient la capacité de moduler la transmission glutamatergique en 
agissant, entre autres, sur l’état de phosphorylation des récepteurs AMPA (Greengard, 
2001).  
L’objectif de cette thèse est donc d’étudier les propriétés de plasticité à court terme 
de la synapse cortico-sous-thalamique, ainsi qu’une éventuelle modulation de cette 
synapse par les RD5.  
Nous avons émis l’hypothèse que les récepteurs D5 étaient capables de moduler la 
transmission glutamatergique au niveau de la synapse cortico-sous-thalamique en agissant sur 
les récepteurs AMPA, contrôlant ainsi la transmission excitatrice rapide au niveau de cette 
synapse.  
 
Afin de pouvoir étudier la synapse cortico-sous-thalamique, nous avons choisi d’utiliser 
l’optogénétique in vitro qui nous a permis de contourner les problèmes anatomiques 
empêchant d’étudier spécifiquement la synapse cortico-sous-thalamique sur tranche de 
cerveau.  
Pour étudier l’impact des récepteurs D5 sur la synapse cortico-sous-thalamique, nous 
avons utilisé plusieurs outils pharmacologiques associés à deux modèles de souris 
transgéniques : les souris D1 -/- et les souris D5 -/-. En effet, les outils pharmacologiques 
actuels ne permettent pas de discriminer entre récepteur D1 et récepteur D5. 
Ces différentes approches ont été utilisées en combinaison avec la technique de patch-
clamp en configuration cellule entière sur des tranches sagittales de cerveau de rongeur qui 
nous a permis d’enregistrer l’activité électrophysiologique des neurones corticaux et sous-
thalamiques. 
 
Au cours de cette thèse, nous avons donc cherché à répondre aux 4 questions : 
 
- 1. Est-il possible de contrôler l’activité des neurones pyramidaux de la couche V du 
cortex en utilisant l’optogénétique in vitro ? 
- 2. L’optogénétique in vitro est-elle une technique adaptée à l’étude de la 
transmission synaptique et des phénomènes de plasticité à court terme ? 




- 3. L’activation du récepteur D5 a-t-elle un effet sur la transmission synaptique 
dépendante des récepteurs AMPA au niveau de la synapse cortico-sous-
thalamique ? Si oui, par quels mécanismes intracellulaires le récepteur D5 exerce-t-
il ses effets sur la synapse cortico-sous-thalamique ? 
- 4. Quel est le profil de plasticité à court terme exprimé par la synapse cortico-sous-
thalamique ? 




MATERIEL ET METHODES 
1. ANIMAUX 
Les expériences décrites dans cette thèse ont été réalisées en accord avec la directive du 
24 Novembre 1986 (86/609/EEC) du Conseil de la Communauté Européenne concernant 
l’utilisation des animaux de laboratoire. Les protocoles expérimentaux ont été validés par le 
comité d’éthique en expérimentation animale de Bordeaux (C2E-A n°50) et ont reçu le n° 
d’agrément CE5012077-A. 
 Deux espèces animales ont été utilisées au cours de cette thèse : la souris (Mus 
musculus) en raison de la diversité des modèles transgéniques disponibles chez cette espèce et 
le rat (Ratus norvegicus) qui est actuellement l’un des meilleurs modèles d’étude de la 
maladie de Parkinson. 
Quatre types de souris de fond génétique C57bl6/J ont été utilisés :  
 sauvages  
 D1 -/- (dont l’utilisation a été autorisée par J. Drago (Univ. Monash, Australie et 
provenant de la colonie établie par F. Gonon (Bordeaux)),  
 D5 -/- (dont l’utilisation a été autorisée par J. Sibley NINDS, Bethesdat, USA et 
la colonie formée à partir d’animaux donnés par D.Waddington, Royal College 
of Surgeons, Dublin, Ireland) 
 Thy1::ChR2 (lignée 18 ;  achetées au Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA).  
Chez les souris D1 -/- et D5 -/-, le gène codant respectivement pour le récepteur D1 ou 
D5 est tronqué, ce qui entraîne une perte de fonction du récepteur D1 ou D5 chez ces animaux 
(Drago et al., 1994; Holmes et al., 2001). Ces souris nous ont permis de discriminer entre 
récepteur D1 et récepteur D5 lors des expériences de pharmacologie, ce qui est pour le 
moment impossible avec la pharmacologie classique (voir paragraphe 5.3.6). 
La lignée Thy1::ChR2 est caractérisée par l’expression de la channelrhodopsine de type 
2 (ChR2) au niveau de plusieurs structures cérébrales (Arenkiel et al., 2007; Wang et al., 
2007). La lumière active les neurones exprimant cette protéine (détails au paragraphe 2 ci-
dessous). La lignée 18 a été utilisée car il a été rapporté que seul le cortex (couche V 
uniquement) exprimait cette protéine parmi les structures projetant sur le noyau sous-
thalamique (NST) (Gradinaru et al., 2009). Nous avons utilisé les animaux hétérozygotes (+/-) 




de cette lignée pour étudier la voie cortico-sous-thalamique (cortico-NST) à l’aide de 
l’optogénétique à la suite d’un conseil du Dr Feng. 
Les types d’animaux utilisés et les expériences réalisées au cours de la thèse sont 
détaillés dans la figure 26. 
2. OPTOGENETIQUE 
2.1. Généralités  
L’optogénétique est une technique apparue très récemment (milieu des années 2000) et 
qui a rapidement suscité un très vif intérêt dans le domaine des Neurosciences. En effet, cette 
technique permet, en combinant optique et génétique, de contrôler de manière sélective 
l’activité électrique des neurones avec une excellente résolution temporelle et spatiale, ce qui 
était impossible auparavant avec les approches habituelles de lésion, de stimulation électrique 
ou de pharmacologie. C’est l’utilisation des divers outils génétiques préexistants dans le but 
de restreindre l’expression de protéines canaux sensibles à la lumière appelées opsines (d’où 
le terme « opto ») à une seule population de neurones qui a donné naissance à cette technique 
(Pastrana, 2010; Deisseroth, 2011; Fenno et al., 2011). Selon l’opsine choisie, il est possible 
de stimuler ou d’inhiber spécifiquement une population de neurones, voire de cibler une 
structure entière (figure 27). Il est donc possible de mesurer l’évolution de plusieurs variables 
(génétiques, électrophysiologiques, comportementales) à différents niveaux d’étude (cellule, 
synapse, réseau de neurones, comportement) en réponse à des modifications d’activité 
électrique imposées via la lumière, par l’expérimentateur. 
2.2. Justification de l’approche utilisée 
Nous avons utilisé l’optogénétique afin de cibler spécifiquement la voie cortico-NST. 
En effet, cette voie est le plus souvent coupée lors de la réalisation de tranches de cerveaux 
pour l’électrophysiologie in vitro (Beurrier et al., 2006; Bosch et al., 2012). Il est donc 
difficile, voire impossible, de stimuler directement les corps cellulaires des neurones 
pyramidaux du cortex projetant sur le NST et d’enregistrer les réponses synaptiques ainsi 
évoquées au niveau du NST. C’est pourquoi, jusqu’ici, la stimulation électrique de la capsule 
interne, lieu de passage des fibres cortico-NST, a été privilégiée (Farries et al., 2010; 
Yamawaki et al., 2012). Pourtant, la capsule interne est le lieu de passage d’autres fibres  





Figure 26 : Arbres récapitulatifs des types d’animaux utilisés et des expériences 
réalisées au cours de la thèse. 
Synapses « glu-NST » désigne les synapses glutamatergiques du NST ; la transmission 
synaptique est évoquée par stimulation électrique de la capsule interne. Synapses « cortico-
NST motrices » désigne les synapses glutamatergiques formées dans le NST par les axones 
des neurones du cortex moteur ; le cortex moteur exprime une protéine de fusion ChR2-
protéine reportrice (EYFP ou ChR2-mCherry) ; la transmission synaptique est évoquée par 
stimulation optique des fibres ChR2-protéine reportrice positives de la capsule interne ou 
du NST lui-même. Synapses « cortico-NST » désigne les synapses glutamatergiques 
cortico-sous-thalamiques ; la couche V du cortex exprime la protéine de fusion ChR2-
EYFP (Wang et al., 2007; Gradinaru et al., 2009) ; la transmission synaptique est évoquée 
par stimulation optique des fibres ChR2-YFP-positives de la capsule interne ou du NST. 
 






Figure 27 : Principe de la technique d’optogénétique et différents types d’opsines. 
A. Contrairement à la stimulation électrique qui est aspécifique, l’optogénétique utilise des outils 
génétiques qui permettent de faire exprimer des protéines-canaux sensibles à la lumière (les opsines) 
au niveau de la membrane plasmique des neurones ciblés. Elle permet de contrôler, grâce à la lumière, 
l’activité électrique d’une seule population neuronale (ici, une lumière bleue pour l’activation et jaune 
pour l’inhibition). La présence d’un éclair signifie que le neurone est actif. D’après Deisseroth 2011 
(Deisseroth, 2011). B. A gauche, les opsines excitatrices, dont ChR2 est le membre typique ; à droite, 
les opsines inhibitrices dont NpHR et Arch sont représentatives. Les opsines sont associées à une 
molécule de rétinal qui leur confère la sensibilité à la lumière pour une longueur d’onde spécifique 






pour ChR2) ou 
l’ion qu’elles transportent (Cl- pour NpHR et H+ pour Arch), elles peuvent dépolariser (activer) ou 
hyperpolariser (inhiber) le neurone en réponse à la stimulation lumineuse. ChR2 = channelrhodopsin-
2, NpHR = halorhodopsin, Arch = archaerhodopsin, BR = bacteriorhodopsin. D’après Pastrana, 2010 
(Pastrana, 2010). C. A gauche : Représentation schématique d’une excitation due à la stimulation de 
ChR2 et tracé électrophysiologique présentant la dépolarisation correspondante (trait bleu). A droite : 
Représentation schématique d’une excitation (ChR2) combinée à une inhibition (NpHR) et tracé 
électrophysiologique présentant la dépolarisation correspondant à l’excitation seule (trait bleu) et 
l’absence de dépolarisation provenant de l’inhibition par NpHR, malgré la stimulation de CHR2 (trait 
bleu + trait orange). D’après Pastrana 2010 (Pastrana, 2010). 
 




glutamatergiques (thalamiques et pédonculopontines) et GABAergiques (globus pallidus 
externe ou GPe) projetant sur le NST. La stimulation électrique de la capsule interne ne 
permet donc pas l’étude spécifique de la transmission synaptique cortico-NST. 
De nombreux cortex projettent vraisemblablement sur le NST (Bosch et al., 2012; 
Haynes and Haber, 2013). Nous avons choisi d’étudier spécifiquement les projections du 
cortex moteur sur le NST en raison du rôle de ce noyau dans le mouvement volontaire. 
2.3. Mise en place de la technique 
Pour étudier la synapse cortico-NST, il était nécessaire d’obtenir une transmission 
synaptique et donc de pouvoir activer cette synapse. C’est pourquoi nous avons choisi 
d’utiliser ChR2, qui entraîne une entrée massive de cations (Na+ et K+ principalement, avec P 
K+ / P Na+ = 0.5 ; une faible entrée de Ca
2+
 mais pas de Mg
2+
) lorsqu’elle est illuminée avec de 
la lumière bleue (473 nm) (Nagel et al., 2003) (fig.X B-C). Cette entrée massive de cations en 
réponse à la stimulation lumineuse dépolarise les neurones ChR2-positifs et mène, ainsi, à 
leur activation. Afin d’obtenir une expression de la ChR2 au niveau des fibres cortico-NST, 
nous avons employé deux stratégies. Dans un premier temps, nous avons utilisé une lignée de 
souris transgéniques (Thy::ChR2, lignée 18) qui expriment de façon intrinsèque la ChR2 
associée à la protéine fluorescente EYFP dans les neurones cortico-NST (Gradinaru et al., 
2009). Cependant, nous avons découvert que ce modèle présente plusieurs inconvénients 
(dont l’expression ectopique de ChR2 dans les neurones sous-thalamiques, voir résultats et 
discussion), ce qui nous a conduits à utiliser des vecteurs d’expression viraux, conduisant à 
une transgénèse temporaire, que nous avons directement injectés dans le cortex moteur par 
stéréotaxie (figure 26). Nous avons alors utilisé la ChR2 (H134R) que nous avons choisie 
pour ses meilleurs taux d’expression et d’efficacité que ceux de la ChR2 sauvage (Berndt et 
al., 2011; Fenno et al., 2011). Les virus utilisés (tableau 1) sont des virus antérogrades 
(adéno-associated virus de sérotype 2/1 ou AAV2/1) qui permettent de faire exprimer une 
protéine issue de la fusion de ChR2 et d’une protéine reportrice fluorescente (EYFP ou 
mCherry selon le virus) au niveau de la membrane des neurones infectés. L’expression est 
placée sous le contrôle du promoteur du gène de la synapsine humaine « hsynapsin » (hSyn), 
spécifique des neurones (Bogen et al., 2009; Diester et al., 2011).  
Les fibres cortico-NST étant en majeure partie des collatérales de la voie cortico-spinale 
(Kita and Kita, 2012), nous avons aussi essayé d’injecter un lentivirus de type rétrograde dans 




la moelle épinière afin de cibler plus précisément les neurones cortico-NST impliqués dans le 
contrôle direct des actes moteurs (Kato et al., 2007; Kato et al., 2011). Les lentivirus 
rétrogrades testés au cours de ces expériences préliminaires sont présentés dans le tableau 1  
3. INJECTIONS STEREOTAXIQUES 
La stéréotaxie est une technique chirurgicale utilisée pour repérer et cibler précisément 
une structure cérébrale ou médullaire. Cette technique a ici été utilisée dans deux buts 
distincts : injecter une solution virale dans le cerveau ou dans la moelle épinière, et injecter 
une neurotoxine (la 6-hydroxydopamine ou 6-OHDA) dans le cerveau. 
3.1. Injection intracérébrale de virus et/ou de neurotoxine (6-OHDA) 
Les injections intracérébrales ont été réalisées sur des rats âgés de 17 à 24 jours (30-55 
g) et des souris âgées de 21 à 28 jours (7-12 g).  
3.1.1 Protocole chirurgical 
Les animaux ont été anesthésiés avec de l’isoflurane (induction à 3 % et maintien à 1,5 
%) ou par injection intrapéritonéale d’un mélange kétamine/xylazine (75 mg.kg-1/10 mg.kg-1). 
Les étapes du protocole chirurgical utilisé sont les mêmes pour l’injection de virus et de 
neurotoxine. Après avoir placé les animaux sur un cadre stéréotaxique numérique (Kopf) et 
appliqué un gel ophtalmique (Ocryl-gel) sur les yeux de l’animal, la tête de l’animal a été 
rasée et de la bétadine dermique 10% appliquée sur la peau du crâne. Le crâne a été mis à nu 
puis séché afin de distinguer deux repères anatomiques : bregma et lambda. La position du 
crâne a été ajustée afin d’aligner le bregma et le lambda sur l’axe horizontal puis l’appareil 
stéréotaxique a été étalonné à partir des coordonnées du bregma. Une craniotomie a alors été 
réalisée au niveau des coordonnées stéréotaxiques correspondant aux structures choisies. 
Ensuite, les différentes solutions ont été injectées par pression dans les structures ciblées au 
moyen d’une canule reliée à un pousse-seringue (Harvard Apparatus, Les Ulis, France) ou 
d’un picosprizer (Parker, France). Après chaque point, la canule a été maintenue sur le site 
d’injection pendant 5 min avant d’être retirée afin que la substance injectée puisse diffuser 
dans le tissu. Une fois les injections terminées, la peau du crâne a été suturée et désinfectée 
avec de la bétadine dermique 10%. Après récupération de l’anesthésie, les animaux ont été  
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surveillés pendant 2 heures après l’opération, puis chaque jour pendant les 3 premiers jours 
post-opératoires. 
 
3.1.2 Injection de solution virale 
Lors des injections de solution de virus antérograde au niveau du cortex moteur (M1), 6 
points d’injection ont été réalisées chez le rat et 3 chez la souris (0,5 µL par point à 0,5 
µL.min
-1
). Les coordonnées utilisées sont détaillées dans les tableaux 2 et 3. 
3.1.3 Injection de neurotoxine (6-OHDA) 
Mode d’action de la 6-OHDA 
Afin d’étudier la synapse cortico-NST en condition normale et en condition de 
déplétion dopaminergique, nous avons utilisé un modèle animal d’étude de la maladie de 
Parkinson : le rat lésé à la 6-OHDA (Blandini et al., 2008). La 6-OHDA est une neurotoxine 
spécifique des neurones catécholaminergiques ayant la capacité de pénétrer dans ces derniers 
par les transporteurs des catécholamines. Une fois dans les neurones, la 6-OHDA entraîne une 
forte augmentation des taux de radicaux libres dans le cytoplasme en s’oxydant et inhibe le 
métabolisme cellulaire en bloquant la chaine de transport des électrons, ce qui conduit 
rapidement à la mort des neurones catécholaminergiques (Schober, 2004). Ainsi, l’injection 
unilatérale de 6-OHDA dans le faisceau médian du télencéphale, lieu de passage des fibres 
dopaminergiques de la voie nigro-striatale, entraîne la destruction rétrograde des corps 
cellulaires des neurones dopaminergiques de la substance noire compacte (SNc), ce qui mime 
la dégénérescence caractéristique de la maladie de Parkinson. 
Injections de 6-OHDA 





 dans du NaCl 0,9 % contenant 0,02% d’ascorbate) ont été réalisées au 
niveau du faisceau médian du télencéphale chez le rat (AP : -2,4 mm ; L : -1,2 mm ; P : -7,9 et 
-7,4 mm). De plus, une solution de désipramine 0,4 % (5 mL.kg
-1
) a été injectée par voie 
intrapéritonéale 20 min avant l’injection de 6-OHDA afin de protéger les neurones 
noradrénergiques lors de la lésion. 













Tableau 3 : Coordonnées stéréotaxiques du cortex moteur (M1) chez la souris âgée de 21 
à 28 jours. 
 
  
Axe Points 1 et 2 Points 3 et 4 Points 5 et 6 
Antéro-postérieur +2,0 mm +2,0 mm +1,5 mm 
Latéral -2,4 mm -3,0 mm -2,4 mm 
Profondeur -2,0 / -1,5 mm -2,0 / -1,8 mm -1,9 / -1,6 mm 
 
Axe 
Point 1 Point 2 Point 3 
Antéro-postérieur +1,4 mm +1,15 mm +1,4 mm 
Latéral -1,125 mm -1,125 mm -1,375 mm 
Profondeur -1,275 mm -1,275 mm -1,475 mm 




Evaluation pré-enregistrement du niveau de lésion 
10 à 14 jours après la chirurgie, nous avons évalué le niveau de lésion des rats lésés à la 
6-OHDA à l’aide du test du cylindre. Chaque rat a été placé dans un cylindre en verre de 20 
cm de diamètre et laissés libres de leurs mouvements. Pendant 5 minutes, les nombres 
d’appuis réalisés sur la paroi du cylindre avec les pattes avant ipsilatérales et contralatérales à 
la lésion ont été relevés et exprimés en pourcentage du nombre total d’appuis.  
Même si le test du cylindre n’apporte qu’une information qualitative sur le niveau de 
lésion, il existe une forte corrélation entre le score comportemental (asymétrie motrice) et le 
degré de déplétion dopaminergique (Miguelez et al., 2012). Ce test nous a permis de 
sélectionner uniquement les animaux ayant une déplétion sévère en dopamine pour nos 
expériences d’électrophysiologie. L’efficacité des lésions a été confirmée par 
immunohistochimie après les enregistrements électrophysiologiques (voir paragraphe 4.3). 
3.2. Injection de solution de virus rétrograde dans la moelle épinière 
Les injections intra médullaires ont été réalisées sur des rats âgés de 17 à 24 jours (30-
55g). Deux niveaux de la moelle épinière ont été ciblés : C2 et L4. Ces niveaux ont été choisis 
afin d’augmenter nos chances de transfecter un grand nombre de neurones cortico-spinaux. Il 
a en effet été rapporté que les neurones cortico-spinaux projetaient massivement au niveau de 
ces deux zones (Kamiyama et al., 2006; Groutsi et al., 2008; Kiritani et al., 2012). 
Les animaux ont été anesthésiés avec de l’isoflurane (induction à 3 % et maintien à 1,5 
%) et un gel ophtalmique a été appliqué sur leurs yeux. Après avoir incisé la peau et écarté les 
muscles pour visualiser la colonne vertébrale, les vertèbres C2 ou L1 (le niveau L4 de la 
moelle épinière se situe sous L1 à cet âge chez le rat) ont été identifiées à l’aide d’une loupe 
binoculaire à partir de repères anatomiques tels que l’apparence des vertèbres et des processus 
épineux. Une laminectomie a alors été pratiquée de façon à mettre à jour la moelle épinière au 
niveau de la zone ciblée. L’animal a ensuite été placé délicatement sur un cadre stéréotaxique 
et la solution virale a été injectée à 0,4 mm de la ligne médiane et 0,7 mm de profondeur à 
l’aide d’une canule reliée à un pousse-seringue (Harvard Apparatus, Les Ulis, France) (0,6 à 1 
µL par point, 0,1 à 0,3 µL.min
-1
, 5 min sur site avant retrait). Les muscles et le tissu 
conjonctif ont été suturés à l’aide de fils résorbables et la peau à l’aide de fils non-résorbables. 
Après récupération de l’anesthésie, les animaux ont été surveillés pendant 2 heures après 
l’opération, puis chaque jour pendant les 6 premiers jours post-opératoires.  




Ce type de chirurgie entraînant des lésions musculaires et des cicatrices plus 
importantes que les injections intracérébrales, les animaux ont reçu une injection 
d’antidouleur 15 min avant la chirurgie (meloxicam, s.c, 1 mg.kg-1) et d’antibiotique à large 
spectre à la fin de la chirurgie (baytril, s.c, 5 mg.kg
-1). Les injections d’antidouleur et 
d’antibiotique ont été poursuivies respectivement pendant deux et cinq jours post-opératoires.  
4. IMMUNOHISTOCHIMIE 
4.1. Prélèvement et préparation des tissus (cerveau et moelle épinière) 
Les expériences d’immunohistochimie ont été réalisées sur deux types de tissus : des 
coupes fines de 50 µM d’épaisseur (sagittales et coronales de cerveau et coronales de moelle 
épinière) ou des tranches sagittales de cerveau de 350 µM d’épaisseur après enregistrement 
électrophysiologique (pour la préparation des tranches de 350 µM voir paragraphe 5.1). Les 
coupes de 50 µM ont été préparées par fixation d’animaux de 35 à 50 jours par perfusion 
intracardiaque de tampon phosphate (phosphate buffer saline, PBS 0,1M) puis de 
paraformaldéhyde (PFA) à 4%, post-fixation des tissus dans du PFA 4% à 4°C pendant la 
nuit, cryoprotection dans du PBS 0,1M additionné de sucrose à 20%, congélation des tissus 
par immersion dans de l’isopentane à -45°C, conservation à -80°C, et enfin réalisation des 
coupes à l’aide d’un cryostat à -19°C. Les tranches de 350 µM ont été fixées avec du PFA 4% 
à la fin des enregistrements électrophysiologiques. Tous les tissus ont été conservés à 4°C 
dans du PBS (0,1M) additionné d’azide de sodium à 0,2% en attendant d’être traités. 
4.2. Immunofluorescence 
Toutes les étapes ont été réalisées sous agitation et à température ambiante. Les coupes 
ont été rincées dans du PBS 0,1M (2x5min) puis incubées 60 min dans du PBS 0,1M 
contenant 1% d’albumine bovine (BSA, Bovine Serum Albumin) et 0,3 % de Triton afin de 
saturer les sites aspécifiques et de perméabiliser les membranes. Ensuite, les coupes ont été 
incubées 1 nuit avec l’anticorps primaire en PBS -BSA 1%-Triton 0,3%. Après rinçage dans 
du PBS 0,1M (6x5min), une incubation de 2h avec l’anticorps secondaire porteur d’un 
fluorochrome a été réalisée. Après une dernière étape de rinçage dans du PBS 0,1M, les 
coupes ont été montées entre lame et lamelle dans un milieu de montage préservant la 
fluorescence (Vectashield
™
 H-1000, Vector laboratories, USA) ou (Vectashield
™
 H-1200 qui 




contient du DAPI pour marquer les noyaux, Vector laboratories, USA). Tous les anticorps 
primaires et secondaires utilisés pour les révélations par immunofluorescence sont présentés 
dans le tableau 4. 
4.3. Révélation de la tyrosine hydroxylase par réaction enzymatique 
La révélation de la tyrosine hydroxylase (TH) nous a permis de nous assurer que la 
déplétion dopaminergique unilatérale que nous effectuons pour obtenir un modèle 
expérimental de la maladie de Parkinson était suffisante. Le protocole de lésion et l’évaluation 
pré-enregistrement du déficit moteur sont décrits au parag. 3.1. Les animaux du groupe 
« lésé » doivent avoir moins de 25 % de fibres TH positives dans le striatum du côté lésé par 
rapport au côté témoin (Miguelez et al., 2012). Le protocole a donc été appliqué sur les 
tranches de cerveaux de rats lésés à la 6-OHDA préparées en même temps que celles utilisées 
pour l’électrophysiologie (de 350 µm d’épaisseur et contenant le striatum). Toutes les étapes 
ont été faites sous agitation et à température ambiante. 
Après rinçage dans du PBS 0,1M (6x5min), les tranches ont été incubées 30 min dans 
du PBS 0,1M contenant de l’H2O2 à 3% afin d’inhiber les peroxydases endogènes. Elles ont 
alors été rincées dans du PBS 0,1M (2x5min), puis incubées 30 min dans du PBS-BSA 1%-
Triton 3%. Ensuite, les tranches ont été mises en présence d’un anticorps primaire 
monoclonal anti-TH Clone LNC1, produit chez la souris, au 1/10 000
e
 (Millipore, USA) en 
PBS-BSA 1%-Triton 0,3% pendant une nuit. Après un rinçage dans du PBS 0,1M (6x5min), 





 ABC kit elite PK6200, Vector Laboratories, USA). Un rinçage dans du 
PBS 0,1M (6x5min) a été réalisé avant d’incuber les tranches dans un complexe avidine - 




 ABC kit elite PK6200, Vector Laboratories, 
USA). Ce complexe a la capacité de se fixer à la biotine de l’anticorps secondaire via 
l’avidine. Ainsi, lors de l’addition d’un substrat chromogène, l’oxydation de ce dernier par la 
peroxydase forme un précipité rouge qui permet de détecter la TH. Après avoir rincé les 
tranches au PBS 0,1M (6x5min), la TH a donc été révélée grâce à l’incubation des tranches 
avec une solution contenant un substrat chromogène (ImmPACT
™
AMEC red SK-4285, 
Vector laboratories, USA). Une dernière étape de rinçage dans du PBS 0,1M (6x5min), puis 
dans de l’eau distillée (5min) a été réalisée avant montage des tranches entre lame et lamelle 
(VectaMount
™
 AQ H-5501, Vector Laboratories, USA). 































Tableau 4 : Anticorps utilisés pour les expériences d’immunofluorescence. 





La densité optique du marquage TH dans le striatum a été quantifiée à l’aide du logiciel 
Mercator (Explora Nova, La Rochelle, France). Après soustraction du bruit de fond, la densité 
optique a été mesurée sur les tranches des hémisphères ipsi- et controlatéral contenant le 
striatum. Le marquage TH du côté lésé a été exprimé en pourcentage de la densité optique 
obtenue pour le côté intact. 
4.4. Acquisition des images en microscopie optique 
Deux types de microscope ont été utilisés pour les acquisitions d’images. Les images de 
microscopie confocale ont été réalisées à l’aide d’un microscope confocal SPE (DM2500 TCS 
SPE, Leica Microsystems, Wetzlar, Allemagne) et du logiciel Leica Application Suite AF 
Lite (Leica Microsystems, Wetzlar, Allemagne). Nous avons également utilisé un microscope 
à épifluorescence AxioImager M2 (Zeiss, Göttingen, Germany) piloté par le logiciel 
Morphostrider (Explora Nova, La Rochelle, France). Les images ont ensuite été retravaillées 
avec le logiciel ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland). 
5. ENREGISTREMENTS ELECTROPHYSIOLOGIQUES 
5.1. Préparation des tranches de cerveau 
Des tranches sagittales de cerveau de 350 µm d’épaisseur ont été réalisées chez des 
animaux âgés de 35 à 50 jours. Dans le cas des animaux ayant subi une transfection virale, les 
tranches étaient donc faites 14 à 21 jours après les injections de virus antérograde dans le 
cortex moteur, de manière à permettre au virus de faire exprimer la ChR2 au niveau de la 
membrane des neurones, notamment dans les fibres cortico-sous-thalamiques. De la même 
manière, les tranches ont été réalisées 14 à 21 jours après l’opération pour les rats ayant subi 
une lésion à la 6-OHDA.  
Les animaux ont été anesthésiés par injection intrapéritonéale d’un mélange de 
kétamine (75 mg.kg
-1
) et xylazine (10 mg.kg
-1
). Une thoracotomie a alors été effectuée afin de 
réaliser une perfusion intracardiaque de 20 mL de milieu de prélèvement (composition 
détaillée au paragraphe 5.2.1) maintenu entre 0 et 4°C et oxygéné par un mélange de 95% 
d’O2 et 5% de CO2. Du fait de sa forte osmolarité et de ses faibles concentrations en sodium 
et calcium, ce milieu permet de réduire le choc osmotique subit par les neurones, mais aussi 




de réduire l’excitabilité et le métabolisme de ces derniers, contribuant ainsi à la survie 
neuronale. Les animaux ont ensuite été décapités et le cerveau rapidement prélevé avant 
d’être placé dans le milieu de prélèvement. Les hémisphères ont été séparés au niveau de la 
ligne médiane à l’aide d’un scalpel puis collés côte à côte sur la plateforme d’un vibratome 
VT1200S (Leica Microsystems, Nanterre, France). Des tranches de cerveau de 350 µm ont 
alors été réalisées (vitesse de coupe : 16 mm.s
-1
, amplitude des vibrations : 2,75 mm). Les 
tranches du côté non transfecté ou non lésé ont été conservées et utilisées comme contrôles 
dans certaines expériences d’immunohistochimie. Les tranches ont alors été placées en 
suspension sur une membrane de nylon dans un bécher contenant un milieu salin de type 
Artificial Cerebro Spinal Fluid (ACSF, composition détaillée au paragraphe 5.2.1) saturé avec 
de l'O2 95% et du CO2 5% pendant 1h à 34°C. Parmi les tranches recueillies, seulement 2 à 3 
tranches par hémisphère contiennent du noyau sous-thalamique, selon le niveau de coupe et 
l’espèce utilisée. 
5.2. Solutions utilisées 
Les solutions utilisées en électrophysiologie sur tranches sont formulées de manière à 
mimer au maximum les concentrations en ions et l’osmolarité des milieux intracellulaire et 
extracellulaire des neurones en conditions physiologiques. Ces milieux fournissent également 
l’énergie (glucose, ATP, GTP) et les conditions optimales nécessaires à la survie des neurones 
(pH, oxygénation). Il est ainsi possible de maintenir en vie les tranches pendant 8 à 10h dans 
ces conditions. Dans certains cas, ces milieux sont adaptés en fonction de la question 
scientifique à laquelle l’expérimentateur souhaite répondre. Par exemple, il est possible 
d’amplifier ou d’atténuer certains phénomènes électrophysiologiques en jouant sur les 
concentrations internes ou externes de différents ions ou encore d’y ajouter des substances 
pharmacologiques. 
5.2.1 Solutions de prélèvement et de maintien  
Deux milieux ont été utilisés : une solution de prélèvement lors de la coupe (en mM : 
sucrose 250 ; NaH2PO4 1,15 ; KCl 2 ; CaCl2 0,5 ; NaHCO3 26 ; MgCl2 7 ; glucose 11 ; pH 
7,4 ; saturé avec de l'O2 95% et du CO2 5%) et une solution de type ACSF lors de la phase de 
« récupération » des tranches à 34°C et pendant les enregistrements (en mM : NaCl 124 ; KCl 
3,6 ; CaCl2 2,4 ; NaHCO3 26 ; MgCl2 1,3 ; HEPES 1,25 ; glucose 10 ; pH 7,4 ; équilibré avec 




de l'O2 95% et du CO2 5%). Pour l’étape de repos des tranches après la coupe, ce milieu a été 
additionné de L-glutathion réduit (5µM) et de pyruvate de sodium (1mM) afin d’alimenter le 
cycle de Krebs et empêcher la mort cellulaire.  
5.2.2 Solutions intracellulaires 
Une solution à base de potassium-gluconate (en mM : K-Gluconate 120 ; KCl 10 ; NaCl 
10 ; CaCl2 1 ; EGTA 11 ; HEPES 10 ; GTP-Na2 0,4 ; ATP-Mg 2 ; pH 7,3) et une solution à 
base de CsCl (en mM : CsCl 130 ; NaCl 10 ; CaCl2 1 ; EGTA 11 ; HEPES 10 ; GTP-Na2 0,4 ; 
ATP-Mg 2 ; pH 7,3) ont été utilisées. La première a été utilisée lors des expériences en 
courant imposé car elle est proche du milieu interne des neurones et respecte le gradient 
électrochimique des différents ions (sauf celui du Cl
-
). Elle permet donc d’enregistrer leur 
activité électrique (potentiels d’action, potentiels de plateau, rebonds post-inhibiteurs par 
exemple) dans des conditions proches des conditions physiologiques. La seconde, quant à 





 inhibe les canaux potassiques responsables des courants de fuite qui participent à 
l’établissement du potentiel de repos. Cela permet ainsi un meilleur maintien du potentiel de 
membrane au potentiel imposé par l’expérimentateur, même si ce dernier est différent du 
potentiel de repos du neurone étudié.  
Le potentiel de jonction dû à ces milieux intracellulaires est de - 5mV. Toutes les 
valeurs de potentiels données ici ont été corrigées « off line ». 
5.3. Enregistrements électrophysiologiques : patch-clamp, configuration « cellule 
entière » 
5.3.1 Principe de la technique de patch-clamp en configuration « cellule entière » 
La technique de patch-clamp en configuration cellule entière consiste à établir une 
continuité électrique entre le cytoplasme d’un neurone et une micropipette en verre remplie 
d’une solution conductrice. La pipette est elle-même reliée à un amplificateur, puis à des 
systèmes d’enregistrement et de visualisation des signaux électriques. Il est ainsi possible 
d’enregistrer et de manipuler l’activité électrique d’un neurone. Deux modes d’acquisition 
peuvent être utilisés : le mode « courant imposé » et le mode « potentiel imposé ». En 
« courant imposé », il est possible de manipuler artificiellement l’activité électrique du 




neurone par injection de courants via l’électrode, tout en enregistrant son potentiel de 
membrane. En « potentiel imposé », c’est le courant global passant au travers des canaux 
ioniques présents sur la membrane du neurone qui est enregistré et le potentiel de membrane 
qu’il est possible de manipuler. 
5.3.2 Installation des tranches dans la chambre d’enregistrement 
Les tranches ont été installées dans la chambre d’enregistrement et continuellement 
perfusées à un débit de 2 à 3 mL.min
-1
 avec le milieu de type ACSF oxygéné et maintenu à 
une température comprise entre 32 et 34°C par un régulateur automatique de température 
(TC-324B, Harvard Apparatus, Les Ulis, France). Les tranches ont été observées au moyen 
d’un microscope droit à infrarouge AxioExaminer Z1 (Zeiss, Göttingen, Germany) et d’une 
caméra AxioCam MRm (Zeiss, Göttingen, Germany). Deux objectifs ont été utilisés : un 
objectif 5x permettant de repérer les structures à stimuler et enregistrer, et un objectif 60x 
permettant d’observer les neurones, de choisir ceux que nous allions enregistrer à partir de 
leur morphologie et de mettre en place la pipette d’enregistrement. 
5.3.3 Enregistrements de patch-clamp en configuration « cellule entière »  
Des pipettes d’enregistrement en borosilicate (capillaires de type GC150F-10 ; Harvard 
Apparatus, Les Ulis, France) d’une résistance de 3 à 5 MΩ  pour les enregistrements en 
potentiel imposé (10 à 12 MΩ dans certains cas nécessitant d’éviter une trop forte dialyse du 
cytoplasme) et de 5 à 7 MΩ pour les enregistrements en courant imposé ont été préparées 
avec une étireuse horizontale (P-97, Sutter Instrument, USA). Elles ont été remplies avec une 
solution intracellulaire avant d’être approchées à l’aide d’un micromanipulateur (Patchstar, 
Scientifica, UK) des neurones d’intérêt. Après contact de l’électrode avec le neurone, la 
membrane de ce dernier a été aspirée dans l’électrode (étape de scellement). Une fois la 
résistance du scellement supérieure à 1GΩ, le fragment de membrane situé sous la pointe de 
la pipette a été rompu par application d’une brève dépression dans l’électrode.  




5.3.4 Stimulations électriques et optiques 
Stimulations électriques de l’ensemble des afférences du NST 
Les stimulations électriques ont été réalisées au moyen d’une électrode de stimulation 
bipolaire « en fourche » reliée à un stimulateur Iso-Flex (A.M.P.I, Jérusalem, Israël) piloté par 
le logiciel PClamp 9.2 (Molecular devices, Sunnyvale, USA) via une interface 
digital/analogue (Digidata 1322A, Axon Instruments, USA). Elles ont été réalisées en courant 
constant monophasique avec des chocs de 0,1 µs à une intensité comprise entre 50 et 600 µA, 
ajustée de manière à obtenir des réponses synaptiques satisfaisantes sans atteindre la réponse 
maximum. L’amplitude idéale recherchée était généralement comprise entre 50 et 100 pA. 
Stimulations optiques des neurones pyramidaux et des fibres cortico-NST 
Les stimulations optiques ont été réalisées à l’aide d’une fibre optique de 800 µm de 
diamètre montée sur un micromanipulateur et dirigée directement sur la couche V du cortex, 
le NST ou la capsule interne. La fibre optique est reliée à un laser VD-IIIA (Optotronics, 
Mead, USA) de type DPSS (Diode Pumped Solid State) délivrant une lumière bleue d’une 
longueur d’onde de 473 nm. Le laser est piloté par le logiciel PClamp 9.2 (Molecular devices, 
Sunnyvale, USA) via une interface digital/analogue (Digidata 1322A, Axon Instruments, 
USA). Des stimulations de durées (0,2 à 5 ms, et parfois 500 ms) et d’intensités variables (0,5 
à 1,15 mW.mm
-2
 mesurés en sortie de fibre) ont été appliquées.  
5.3.5 Acquisition des données et protocoles utilisés 
Les signaux électrophysiologiques ont été recueillis grâce à un amplificateur de patch-
clamp (Axopatch-1D, Axon Instruments, USA) relié à une interface analogue / digital 
(Digidata 1322A, Axon Instruments, USA) convertissant les signaux analogiques en signaux 
numériques, sous le contrôle du logiciel d’acquisition et d’analyse de données 
électrophysiologiques PClamp 9.2 (Molecular devices, Sunnyvale, USA). Les acquisitions ont 
été réalisées en utilisant une fréquence d’échantillonnage de 20 kHz, un filtre à 5 Hz.  
Enregistrements en courant imposé 
Nous avons principalement utilisé le mode « courant imposé » sur les neurones 
pyramidaux de la couche V du cortex moteur, au potentiel de repos des neurones 




(généralement -80 mV pour les neurones pyramidaux). Nous nous sommes intéressés aux 
variations de potentiel de membrane des neurones enregistrés, plus particulièrement, à 
l’évolution de la fréquence de décharge et à la variation du potentiel de membrane des 
neurones en fonction de l’intensité de courant ou de lumière reçue par les neurones 
enregistrés. Afin d’obtenir ces informations, nous avons injecté des créneaux de 500 ms de 
courants négatifs et positifs (de -700 pA à +600 pA par sauts de 50 pA) au travers de la 
pipette d’enregistrement. Nous avons aussi appliqué des flashs de lumière de λ = 473 nm 
d’intensité et de durée variables (flashs uniques et trains de flashs).  
Enregistrements en potentiel imposé 
Nous avons principalement travaillé en mode « potentiel imposé » dans le NST. Nous 
nous sommes focalisés sur les courants synaptiques AMPA évoqués par la stimulation 
électrique ou optique des fibres afférentes au NST. Lors de ces enregistrements, les neurones 
ont été maintenus à un potentiel de -80 mV de manière à bloquer les récepteurs NMDA et 
augmenter la force motrice (driving force) des ions Na
+
 responsables des courants AMPA.  
Trois types de stimulation ont été appliqués : simple, double ou multiple (train de 
stimulation). Plusieurs fréquences de trains de stimulations ont été utilisées afin d’étudier la 
plasticité à court terme de la synapse cortico-NST : 0,1 / 1 / 5 / 10 / 15 / 20 et 40 Hz. Quel que 
soit le type de stimulation, les essais ont été séparés de 20 s, de manière à éviter toute 
induction de plasticité à long terme lors de l’application de ces protocoles. De même, après 
avoir appliqué un protocole de train de 40 Hz, une nouvelle tranche a systématiquement été 
utilisée. 
L’application d’une variation de potentiel de -5 mV (pendant 12 ms, répétée 5 fois, 
échantillonnage à 100 kHz) en début d’expérience nous a permis de mesurer les propriétés 
membranaires de base de chaque neurone enregistré et de calculer résistance et capacité 
membranaires, ainsi que la résistance d’accès. Nous avons suivi en continu l’évolution de la 
résistance d’accès au cours de nos expériences via l’inclusion, au début de chaque essai, de 
cette même variation de potentiel pendant 50 ms. 
5.3.6 Pharmacologie 
Les détails concernant les substances pharmacologiques utilisées sont récapitulés dans 
le tableau 5. Après avoir appliqué une substance pharmacologique modifiant durablement les  





Tableau 5 : Substances pharmacologiques utilisées pendant la thèse. 




propriétés des événements étudiés, comme les agonistes dopaminergiques, une tranche 
« naïve » a systématiquement été utilisée pour l’expérience suivante. 
5.3.7 Analyse des données  
Les enregistrements ont été analysés à l’aide du logiciel PClamp 9.2 (Molecular 
devices, Sunnyvale, USA) et les analyses graphiques et statistiques ont été réalisées avec les 
logiciels Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, USA), Origin 7 (OriginLab, Northampton, 
USA) et R (R foundation for statistical computing, Vienna, Austria). 
Propriétés membranaires intrinsèques 
La résistance d’entrée, la capacité et la résistance d’accès des neurones enregistrés ont 
systématiquement été mesurées à partir de la réponse à la variation de -5 mV en potentiel 
imposé. La mesure de ces paramètres est expliquée figure 28.  
La résistance d’entrée (Rin, en MΩ) étant assimilée à la résistance de membrane du 
neurone lorsque la résistance d’accès est négligeable, celle-ci traduit le nombre de canaux 
ouverts dans la membrane du neurone. Le nombre de canaux fermés est inversement 
proportionnel à la résistance d’entrée. Les neurones en mauvais état auront une Rin faible, et 
une détérioration de l’état du neurone se traduira par une chute de sa Rin au cours du temps. 
La capacité de membrane (Cm, en pF), quant à elle, correspond à la quantité de charges 
nécessaire pour charger électriquement la membrane du neurone. Elle est donc directement 
proportionnelle à la surface de membrane et caractérise ainsi la morphologie du soma des 
cellules.  
Enfin, la résistance d’accès (Ra, en MΩ) est utilisée pour évaluer la qualité du contact 
électrique entre l’électrode d’enregistrement et l’intérieur de la cellule. Plus la résistance 
d’accès est faible, plus les paramètres enregistrés sont proches de la réalité. Une variation de 
ce paramètre peut également entraîner une modification de l’amplitude et de la cinétique des 
événements enregistrés. C’est pourquoi ce paramètre a particulièrement été surveillé au cours 
de nos enregistrements : tout enregistrement présentant une valeur de Ra supérieure à 35 MΩ 
a été écarté. 
Le test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les propriétés membranaires des 
neurones du cortex exprimant ou non ChR2 dans les différents modèles utilisés. 
  






Figure 28 : Représentation schématique des paramètres utilisés pour le calcul de Rin, Ra 
et Cm. 
L’application d’un saut de potentiel de -5 mV (ΔVm) en mode potentiel imposé nous a 
permis de calculer trois paramètres de base : la résistance d’entrée (Rin), la résistance d’accès 
(Ra), et la capacité membranaire (Cm) :  
Rin = ΔVm / ΔI 
Cm = Atot / ΔVm 
Ra = [(Apic x ΔVm) / (Ipic x Atot)] x 1000 
Avec Rin et Ra en MΩ ; Cm en pF ; ΔI et Ipic en pA ; ΔVm en mV ; Apic et Atot en pA.ms. 
Le calcul de Ra utilise Tau = Apic / Ipic  (Perrais and Ropert, 1999). 
I = intensité ; Vm = potentiel de membrane ; Ipic = amplitude du courant ; ΔI = variation 
d’intensité ; ΔVm = variation du potentiel de membrane. 




Profils électrophysiologiques des neurones corticaux 
La fréquence de décharge moyenne des neurones du cortex a été mesurée 
automatiquement (nombre de potentiels d’action / temps entre le premier et le dernier 
potentiel d’action du saut de courant) pour chaque saut de courant positif au-delà du seuil de 
déclenchement des potentiels d’action. A partir de ces données, une courbe de la fréquence de 
décharge en fonction du courant injecté a été construite. 
Le potentiel de repos des neurones a été relevé au cours des expériences de courant 
imposé et les courbes I/V ont été construites à partir de la variation du potentiel de membrane, 
mesurée à l’état stable, en fonction de l’intensité de courant sous-liminaire injectée. 
La rectification correspond à la différence de potentiel entre le pic et l’état stable du 
potentiel de membrane en réponse à un créneau de courant négatif entraînant un saut de 
potentiel de -110 mV.  
Le test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les propriétés 
électrophysiologiques des neurones du cortex exprimant ou non ChR2 dans les différents 
modèles utilisés et une analyse de variance non paramétrique associée à une régression 
marginale ont été utilisées pour comparer les courbes de fréquence et les courbes I/V entre 
neurones exprimant ou non ChR2. 
Fidélité de la réponse des neurones corticaux à la stimulation optique 
Les expériences de contrôle de l’activité des neurones corticaux par des trains de flashs 
lumineux nous ont permis de construire une courbe de fidélité de la réponse de neurones 
corticaux à la stimulation lumineuse. La fidélité, exprimée en pourcentage, correspond à la 
probabilité d’obtenir un seul potentiel d’action par flash lumineux lors des protocoles de 
trains de flashs. L’absence de potentiel d’action ou la présence de plusieurs potentiels d’action 
étant considérées comme des échecs, une fidélité de 100% pour une fréquence de stimulation 
donnée signifie que chaque stimulation lumineuse a déclenché un seul potentiel d’action. Les 
valeurs de fidélité ont été obtenues à partir de la moyenne de 3 répétitions pour chaque 
fréquence. La différence de fidélité par rapport à 100% a été testée à l’aide du test non 
paramétrique des rangs signés de Wilcoxon (Wilcoxon signed rank test). 




Caractérisation des courants post-synaptiques excitateurs (EPSC) 
Toutes les données concernant les EPSC ont été obtenues à partir de traces moyennes (6 
à 20 traces par cellule et par condition). Plusieurs paramètres ont été mesurés à partir des 
EPSC obtenus lors des expériences de stimulation simple : le délai entre le début de la 
stimulation et le début de l’EPSC (en ms), l’amplitude au pic (en pA), la charge (en pA.ms), 
et le temps de décroissance de 80 à 20% du pic (en ms). La figure 29 illustre comment ces 
quatre paramètres ont été mesurés. Les paramètres des courants synaptiques avant et après 
application d’agents pharmacologiques ont été comparés par un test non paramétrique des 
rangs signés de Wilcoxon pour échantillons appariés (Wilcoxon matched-pairs signed rank 
test). 
Pour les stimulations doubles, le rapport de l’amplitude du deuxième événement par 
rapport au premier a été calculé afin d’obtenir le paired-pulse ratio (PPR). Pour les 
stimulations multiples, le ratio de l’amplitude du courant n par rapport au premier courant a 
été calculé afin de construire le profil de plasticité à court terme de la synapse cortico-NST. 
Lorsque le ratio est différent de 1 (Wilcoxon signed rank test), il y a une facilitation (rapport > 
1) ou une dépression (rapport < 1) à court terme de la synapse. 
Tout au long des expériences en « potentiel imposé », les paramètres suivants ont été 
surveillés afin de s’assurer de la stabilité de nos enregistrements : l’amplitude et la charge du 
premier courant de chaque trace, la résistance d’accès et la ligne de base. Au sein d’une même 
cellule, les moyennes et les comparaisons de données appariées ont été réalisées entre traces 
ne présentant pas de variation de la résistance d’accès de plus de 20%. 
  






Figure 29 : Représentation schématique des paramètres utilisés pour caractériser les 
courants post-synaptiques excitateurs (EPSC). 
Les paramètres sont mesurés off line à l’aide d’une routine automatique de PClamp 9.2 pour 
tous les neurones présentant une Ra inférieure à 35 MΩ.  
Après avoir défini la zone de mesure du courant maintenu (I holding), deux curseurs, C1 et C2, 
sont placés à 50 ms l’un de l’autre. Le premier est placé au début du courant synaptique. Le 
logiciel détecte le pic de l’EPSC. Il mesure le pic de l’EPSC (Ipic, en pA), ainsi que sa charge, 
à savoir l’aire définie par la courbe entre les 2 curseurs (en pA.ms) et son temps de 
décroissance entre 80 et 20 % (Δt80-20, en ms). Le délai (d, en ms) entre la stimulation et 
l’EPSC est mesuré comme illustré dans l’insert. 
I = intensité ; I holding = courant maintenu ; Ipic = amplitude du courant ; C1 = curseur 1 ; C2 = 
curseur 2 ; Δt80-20 = temps de décroissance entre 80 et 20% de l’EPSC ; sd = déviation 
standard de la valeur moyenne du courant maintenu. 
 




6. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 
Les expériences de microscopie électronique ont été réalisées par nos collaborateurs de 
l’équipe d’Alicia Rivera (Malaga, Espagne) sur les 2 hémisphères de 2 rats contrôles et 2 rats 
6-OHDA.  
6.1. Prélèvement, immunohistochimie et préparation des tissus 
Les méthodes utilisées pour le prélèvement des tissus, l’immunohistochimie contre le 
récepteur D5 et la préparation des tissus pour la microscopie électronique sont décrites dans 
l’article « Dopamine receptors in the subthalamic nucleus: identification and localisation of 
D5 receptors » du livre « Dopamine receptor technology » de la série Neuromethods (Froux et 
al. 2014, chapitre de livre en annexe 2). 
L’anticorps primaire dirigé contre le récepteur D5 est un anticorps polyclonal fait chez 
le lapin (#BP124S, Acris, Herford, Germany) qui a été utilisé au 1/2500
e. L’anticorps 





Pour la quantification, les images de microscopie électronique obtenues pour chaque 
hémisphère et couvrant une surface de 9522 µm
2 
de NST ont été utilisées. Le récepteur D5 a 
été identifiée par la présence d’un précipité dense aux électrons dans les structures observées. 
Les structures positives pour le récepteur D5 ont été classées en plusieurs catégories : soma, 
arbre dendritique, épine dendritique, terminaison axonale, axones non myélinisés, axones 
myélinisés ou « non défini ». Les 3 conditions (contrôle, côté non lésé et côté lésé à la 6-









L’article en préparation présenté ici regroupe les principaux résultats obtenus au cours 
de ma thèse. 
Nous examinons l’impact de l’activation des récepteurs de la dopamine de type D5 sur 
la transmission des récepteurs glutamatergiques AMPA de la synapse cortico-sous-
thalamique, ainsi que les propriétés de plasticité à court terme de cette synapse. 
Pour cela, nous utilisons une approche d’optogénétique in vitro associée à la technique 
de patch-clamp sur des tranches sagittales de cerveau de rongeur. Nous utilisons trois modèles 
expérimentaux: des souris transgéniques Thy :: ChR2 qui expriment la channelrhodopsine 
ChR2 dans un certain nombre de populations neuronales, dont les neurones pyramidaux de la 
couche V du cortex; des souris et des rats dont les neurones du cortex frontal expriment 
transitoirement ChR2. Ces animaux ont reçu une injection de vecteurs d’expression viraux 
antérogrades qui codent pour le variant H134R de la ChR2 fusionné à une protéine reporter 
(EYFP ou mCherry) par stéréotaxie dans le cortex frontal. En l’absence d’outils 
pharmacologiques spécifiques des récepteurs D5, qui sont des récepteurs peu connus, nous 
utilisons des souris transgéniques au récepteur D5 invalidé.  
Nos résultats montrent que: 1) nous contrôlons le rythme de décharge des neurones 
pyramidaux de la couche V du cortex avec la lumière ; 2) nous induisons des courants post-
synaptiques excitateurs (EPSC) de type AMPA dans les neurones sous-thalamiques en 
réponse à la stimulation optique de la capsule interne ou du noyau sous-thalamique ; 3) 
l’activation des récepteurs D5 réduit l’amplitude et la charge des EPSC ; 4) la plasticité à 
court terme de la synapse cortico-sous-thalamique engendre des propriétés de filtre passe-bas. 
Nos résultats contribuent à la connaissance des propriétés spécifiques de la synapse  
cortico-sous-thalamique. Ils apportent de nouveaux éléments permettant une meilleure 
compréhension de la fonction de la voie cortico-sous-thalamique dans les ganglions de la 
base. Ils montrent également que l’optogénétique est un bon moyen d’étudier spécifiquement 












Cortico-subthalamic synapses with low-pass filter properties are 
negatively controlled by post-synaptic D5 receptors 
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The basal ganglia are an interconnected collection of subcortical nuclei that process 
cortical information to promote contextually appropriate action selection. The prevailing view 
of basal ganglia is that of an ‘opposite’ scheme, based on two networks referred to as the 
direct and indirect pathways. Direct pathway activation promotes, while indirect pathway 
suppresses, action. Decrease in dopamine level such as that occurring in Parkinson’s disease 
is thought to result in opposite changes in the two pathways activation, and thus underlie the 
symptoms (Galvan and Wichmann, 2008; Nelson and Kreitzer, 2014).  
In this scheme, the major input of basal ganglia is striatum. Excitatory inputs from 
cortex target two distinct populations of neurons in the striatum which give rise to the 
divergent direct and indirect pathways. Yet, the subthalamic nucleus (STN), a component 
nucleus, and sole glutamatergic nucleus of basal ganglia, is also targeted by cortical afferents 
in Rodents as well as in Primates (Kitai and Deniau, 1981; Rouzaire-Dubois and Scarnati, 
1987; Fujimoto and Kita, 1993; Nambu et al., 2000; Paz et al., 2005; Brunenberg et al., 2012; 
Haynes and Haber, 2013). The cortico-subthalamic connection is also called ‘hyperdirect 
pathway’ because the signal from cortex reaches the basal ganglia output nuclei before signals 
through the two other pathways. 
The hyperdirect pathway contributes to suppress basal ganglia output in Humans, 
thereby blocking Go response execution (Aron and Poldrack, 2006; Hershey et al., 2010; 
Jahfari et al., 2011; Forstmann et al., 2012). Circuit properties allows for a similar function in 
Rodents (Eagle et al., 2008), and it has been recently shown that excitations from cortex are 
processed by STN, the relative timing of these excitations and of inhibition signals from 
striatum underlying the interruption of planned actions (Schmidt et al., 2013). This result, and 
the observation that planning not to move is associated with short latency burst of beta 
oscillations (Leventhal et al., 2012), fit well with the hypothesis that the cortico-subthalamic 
pathway is instrumental to beta oscillations in health and disease, with cortex leading the STN 
(Levy et al., 2002; Mallet et al., 2008; Litvak et al., 2011).  
Most cortical inputs to STN are severed from somatas in brain slices, and electrical 
stimuli activate axons of other pathways (Shen and Johnson, 2000; Beurrier et al., 2006; 
Farries et al., 2010; Bosch et al., 2012; Yamawaki et al., 2012). Thus, understanding how 
STN neurons receive the cortical input is still lacking. Here, building on the recent 





from pyramidal tract neurons (Gradinaru et al., 2009; Kita and Kita, 2012), we investigated 
the properties of the cortico-subthalamic synapses in rat brain slices using an optogenetic 
approach to isolate cortical afferents.  
We show that illumination of corticofugal axons produce action potential-dependent 
AMPA/kainate transmission with low pass filter properties.  We demonstrate that the 
excitatory post-synaptic currents are negatively controlled by post-synaptic dopamine D5 








Animals. Procedures were designed in agreement with the directive 86/609/EEC of the 
European Community Council and have been approved by the Comité d’Ethique en 
Experimentation Animale n°50 (agreement number : CE5012077-A). C57Bl6, Thy::ChR2 
(line 18) (Arenkiel et al., 2007), D5 -/- mice (Holmes et al., 2001) were used.  Adenoviruses 
carrying fusion genes for ChR2 and fluorescent proteins were injected into the cortex between 
post-natal day 21 to 28 (P21-28). The fluorescent protein was most often EYFP, and in some 
cases mCherry. Frontal cortex was targeted using coordinates derived from (Smith and 
Alloway, 2010) and adjusted for smaller animals. Typical coordinates from Bregma of the 
three injections made in mice were:  lateral, -1.125 / -1.125/ -1.375 mm ; posterior, +1.4 / 
+1.15 / +1.4 mm ; and depth, -1.275/-1.275/-1.475 mm. Wistar rats were used in a subset of 
experiments. In rats, injections were made at P17-24, and six injections were made at 
coordinates: lateral, -2.4 / -3.0/ -2.4 mm; posterior, +2.0 / +2.0 / +1.5 mm; depth, -2,0 and -
1.5/-2.0 and -1.8/-1.6 and 1.9 mm. Viral solutions (titer  1012 IU/mL) were purchased by the 
Vector Cores of the Universities of Pennsylvania or North Carolina. Viral DNA (courtesy of 
Dr Karl Deisseroth, Stanford University) were: rAAV2/1-hSynapsin-hChR2(H134R)-EYFP-
WPRE-hGH and rAAV2/1-hSynapsin-hChR2(H134R)-mCherry-WPRE-hGH. Injection 
volumes were 0.5 l.  
Slice preparation. After allowing 2-3 weeks for ChR2 expression, or at P35 to 50 for 
control non-injected animals, acute parasagittal slices were made for in vitro recording and 
stimulation. Animals were first anesthetized with isoflurane to minimize stress, and then an ip 
cocktail of ketamine and xylazine (75 mg/kg and 10 mg/kg, respectively) was used to obtain a 
deep anesthesia for intracardiac perfusion. A saturated (95% O2/ 5% CO2), ice-cold solution 
containing (in mM): 250 sucrose, 26 NaHCO3, 7 MgCl2, 2 KCl, 1.15 NaH2PO4,
 
0.5 CaCl2, 
and 11 glucose (pH 7.35) was perfused intracardially before the brain was quickly removed 
and cut into 350 m-thick slices using a VT-200S vibratome (Leica). The slices were 
transferred in a storage chamber for 40 min at 32 °C. The storage solution was an artificial 
cerebral spinal solution (composed of 124 NaCl, 26 NaHCO3, 3.6
 
KCl, 1.3 MgCl2, 2.4 CaCl2, 
1.25 HEPES, and 10 glucose at pH 7.35, and saturated by bubbling 95% O2/ 5% CO2) 
supplemented with 5 M glutathion and 1 mM sodium pyruvate. Slices were then maintained 





Recordings. One (from mice brain) or two slices (from rat brain) displayed ChR2-EYFP 
fluorescence within the STN boundaries and in frontal cortex. Three to four additional slices 
displayed fluorescence due ChR2-EYFP in frontal cortex only. These slices were lateral to the 
STN-containing slices. Whole cell patch clamp experiments were made at 32°C in a 
submersion recording chamber under an Examiner Z1 (Zeiss, Germany) upright microscope. 
Slices were bathed in the artificial cerebral spinal solution described above at a rate of 3 
mL/min. Whole-cell recording pipettes contained (in mM) 140 K-gluconate, 11 EGTA, 
10 HEPES, 1 CaCl2, 2 ATP-Mg, and 0.4 Na-GTP, for the current clamp experiments in 
cortex. They contained an otherwise similar solution to the exception of K-gluconate, 
replaced by CsCl, for the voltage clamp experiments performed in STN. In both cases, the
 
osmolarity of intra-pipette solutions was between 280 and 300 mOsm and pH was adjusted to 
7.25. Cells were visualized under IR-DIC and fluorescence microscopy. Initial pyramidal cell 
targeting in the cortex was initially based on anatomical position, soma shape and size, and 
the presence of EYFP in slices obtained from Thy::ChR2mice. Experiments were conducted 
with Axon Instruments hardware and software (Axopatch-1D, Digidata 1322A, and PClamp 
V9.2; Molecular Devices, USA), with the amplifier filter set at 5 kHz, and the digitization rate 
at 20 kHz. Voltages were corrected off line for a –5 mV liquid junction potential. 
Stimulation and recording protocols. First, neurons were held in the voltage clamp 
mode at - 60 mV, and -5 mV steps were applied for off line determination of intrinsic cell 
parameters.  Then, in the subset of experiments on pyramidal neurons of cortex designed to 
record light-evoked discharge, the recording mode was switched to current clamp and the 
spontaneous activity recorded. In the subset of experiments in the STN designed to activate 
corticofugal axons, the recording mode was kept in voltage clamp mode. Membrane voltage 
of subthalamic neurons was set at -80 mV. A -5 mV voltage step was included at the 
beginning of all sweeps to allow off line control of access resistance and cell parameters, and 
single optic stimulations were applied. Their duration and luminance were adjusted to 
produce a smooth light-evoked current with half maximal amplitude whenever this was 
possible. Unless otherwise stated, flash durations were below 1ms. We found that, in the 
STN, light-evoked currents usually first increased amplitude and then either run down or 
maintained amplitude. The neurons showing such a rundown were discarded on line. The 
phases of stabilization and / or adjustment lasted approximately 10 min. Optical stimulations 





to a 800 m optical fiber (Errol, Paris, France) usually positioned at the surface of the slice 
next to the recording site. In the experiments on subthalamic neurons, we also assessed 
positions of fiber away from the recording, in a more frontal area, with light directed to the 
internal capsule. We found no major change in the response to light to the exception of their 
size (which was much smaller) and the frequency of their occurrence (which was considerably 
reduced). In addition, we tested moving the fiber from the STN area to the internal capsule at 
more frontal locations while recording the light-evoked response from a subthalamic neuron. 
Again, we did not find major changes except their size which progressively diminished until 
responses most often disappeared. The maximum output power at the end of the fiber was 




Unless otherwise stated, the activation of 
corticofugal axons was performed in the continued presence of GABA A and B receptor 
antagonists (50 M picrotoxin and 1 M CGP 55845) to avoid the occurrence of huge 
spontaneous inhibitory events. Single flashes or trains (with a maximal duration of 500 ms) 
were applied at 20 sec intervals, and repeated between 6 and 12 times. Slices were discarded 
after trains at 40Hz, to prevent the possible interference of induction of plasticity.  
Data analysis. Data were analyzed off line using pClamp V9.2 (Molecular Devices, 
USA), Origin V7 (OriginLab, USA), Prism5 (GraphPad Software, USA) and R (R Foundation 
for Statistical Computing, Austria). First, access resistance and cell parameters were 
calculated. Second, peak and charge of photo-evoked current, peak of capacitive transient and 
holding current were detected and plotted against time. Neurons with an initial value of access 
resistance greater than 35 MΩ or showing a change of access resistance of 20 % were then 
discarded. Photo-evoked currents were detected as peaks negative to mean holding value in a 
25 ms window using the Clampfit subroutine of pClamp. Their kinetics (amplitude, charge, 
80-20 % decay time) were measured on individual, single sweep, responses. Onset latency of 
current was measured at current value equal to mean holding current minus 2 SD. A ten 
minute control period was always recorded before perfusion of a drug. Unless otherwise 
stated, drugs were diluted in bathing solution and perfused in the same way as control bath 
solution. ‘Before’ refers to the average 6 values preceding the agonist perfusion, ‘after’ refers 
to the average 6 values measured after 10 min of perfusion. Paired pulse ratios were 
calculated by dividing the amplitude of the second current with the amplitude of the first 
current. Trains were analyzed by taking the amplitude of each current and dividing this by the 





group data. The term ‘D1/D5 agonists’ refers to SKF 82958, SKF 81297 and SKF 38393. We 
found no qualitative difference in the action of the three drugs. Possible quantitative 
differences between the three drugs were not investigated.  
Statistics. In the text, all values are given as means ± S.E.M., when mean and median 
are close. If this is not the case, both median and mean are given. Box plots are used for 
graphic presentation of electrophysiological data, due to the small sample size. The box plot 





 percentiles, whereas the "whiskers" display the minimal and maximal 




tests. The Mann and Whitney 
test, as well as the Wilcoxon test, were used for data obtained from independent and matched 
paired samples, respectively. Differences in input-output relationship between EYFP-positive 
and YFP-negative neurons in layer 5 of cortex were tested using non parametric variance 
analysis and marginal regression. Values of p<0.05 were considered
 
significant. 
Histological analysis. Immunohistochemistry was performed on 50 µm-thick brain 
slices obtained from perfusion-fixed animals or on 350 µm-thick slices previously used for 
electrophysiology. Animals were transcardially perfused with 0.1 M phosphate buffer (PB) 
followed by 4% paraformaldehyde in 0.1 M PB. Brains were cryoprotected by immersion in 
PB plus 20% sucrose overnight, frozen in isopenthane and then stored at – 80°C until use. 
Following recording, the slices were fixed overnight in 4% paraformaldehyde in 0.1 M PB, 
and then kept until used in PB supplemented with 0.2 % sodium azide at 4°C. All slices were 
incubated one night with 1/1000 rabbit anti-GFP (Invitrogen) in PB supplemented by 1 % 
BSA and 0.3 % Triton. This was followed by 2 hour incubation in 1/500 donkey-anti-rabbit-
Alexa 488 fluorophore (Invitrogen) secondary antibody. Finally, all slices were mounted in 
Vectashield (H-1000 or H-1200, Vector Laboratories, USA).  Confocal or epifluorescence 
microscopy was used for imaging. 
Drugs and chemicals. All drugs were obtained from Tocris Bioscience (UK) or Abcam 








Channelrhodopsin-2 (ChR2) is a light sensitive cation channel (Nagel et al 2003) that 
can be expressed in mammalian neurons, enabling the neurons to be excited by blue light with 
high temporal precision (Boyden et al., 2005; Adamantidis et al., 2007; Schneider et al., 
2008). 
It is now well established that ChR2 can be expressed in cortical neurons and that 
enough ChR2 is expressed in the axons and terminals of corticofugal neurons that the axons 
or terminal arbors themselves can be directly excited by light, triggering transmitter release 
without the need for illuminating of parent somata (Petreanu et al., 2007; Kiritani et al., 2012; 
Kress et al., 2013). 
 
Transgenically-expressed ChR2 produces rapid light-evoked responses in STN neurons 
in brain slices  
 
We used mice of the Thy::ChR2 line. It has been demonstrated that, in this transgenic 
mice line, the fusion protein ChR2-EYFP is expressed in excitatory projection neurons 
including glutamatergic layer V pyramidal neurons, and that projections from layer V 
pyramidal neurons convey a light-induced message to the STN (Gradinaru et al 2009, Wang 
et al 2007), suggesting that cortico-subthalamic synapses might be activated by light.  
We found an overall expression of ChR2-EYFP in the mice brain similar to that 
described by Gradinaru et al. (2009). Specifically, EYFP fluorescence was located in 
pyramidal neurons, and EYFP-positive fibers in the internal capsule and the STN (Figure 1A).  
We first examined a number of technical issues. We tested the properties of layer V 
pyramidal neurons in brain slices from Thy::ChR2 mice and wild C57BL6 mice (Table 1). 
Neither intrinsic membrane properties nor discharge characteristics were significantly 
different. We looked for light parameters that produced a single action potential in ChR2-
EYFP-positive pyramidal neurons of frontal cortex layer V (Figure 1 B). To this end, we 
recorded frontal cortex pyramidal neurons in the current clamp mode of the whole cell 
configuration while reducing network possible interference using a cocktail of GABA and 
glutamate antagonists (20 µM DNQX, 50 µM D-AP5, 50 µM picrotoxin and 1 µM CGP 
55845) to inhibit fast synaptic transmission, and applied brief, 473 nm laser illuminations of 





one and then several action potentials. Conversely, increasing the duration of a flash without 
changing its intensity produced more than one action potential. Group data of Figure 1B 
indicate that the optimal light parameters for inducting a single action potential in layer V 
pyramidal neurons in brain slices from Thy::ChR2 mice were close to 0.5 ms at luminance 
between 0.6 to 1.15 mW/mm
2
.  
We then used these light parameters to generate illuminations directed to the internal 
capsule or the STN, to test out if light exciting the pre-synaptic ChR2-EYFP-expressing fibers 
resulted in light-evoked excitatory post-synaptic currents (EPCSs) in STN neurons (Figure 
1C). As expected, brief illumination at 473 nm generated large, inward currents exhibiting 
reproducible kinetics, with a sizable current peak of - 178 ± 25 pA (n=14). The latency to 
onset value was always brief, with a mean value of 0.65 ± 0.04 ms (n=14). Furthermore, we 
noticed that the current sometimes displayed 2 phases of onset, with a small component with 
fast onset followed by a much larger component. Such short values of onset latency being at 
odds with synaptic transmission, we applied inhibitors of synaptic transmission and the 
sodium channel blocker, TTX (Figure 1D). We expected the current to be insensitive to 
inhibitors of GABA receptors and to be fully blocked by antagonists of glutamatergic 
receptors or TTX. As illustrated by the recordings in Figure 1D showing successive 
applications of inhibitors of ionotropic GABA (50 µM picrotoxin and 1 µM CGP 55845), of 
glutamatergic receptors (20 µM DNQX, 50 µM D-AP5), and of TTX (1 µM), this was not the 
case; all drugs reduced the light-evoked current. Inhibitors of ionotropic GABA were active, 
and there remained a TTX-insensitive component. Group data in figure 1D show that 
sensitivity to inhibitors of fast GABAergic transmission and to TTX was a general 
phenomenon. On average, the average TTX-insensitive component accounted for -33 ± 9 pA 
(n= 6), and for 11 ± 2 % (n= 5) of the control light-induced current.  
The results suggested that release of both GABA and glutamate was initiated upon 
illumination, but that light also induced a small action-potential independent current. We 
therefore turned to conditions allowing more restricted channelrhodopsin expression, i.e. a 








ChR2-EYFP-labelled fibers from frontal cortex project onto the STN in virally-
transfected mice 
Two to three weeks after injections of adeno-associated viruses carrying ChR2-EYFP 
fusion genes in frontal cortex, there was a strong expression of ChR2-EYFP in frontal cortex 
cells and in their projections. ChR2-EYFP fluorescence was observed in the striatum, 
thalamus, internal capsule, zona incerta, STN and posterior brain areas of midbrain and pons 
(Figure 2A). STN only displayed a small bundle-like of ChR2-EYFP fluorescence in its 
dorso-lateral part, the motor part of STN in rodents (Afsharpour, 1985; Canteras et al., 1988, 
1990; Kolomiets et al., 2001).Higher magnification images revealed that ChR2-EYFP was 
expressed on membranes and in soma of pyramidal neurons in frontal cortex and that it 
labelled numerous fibers (Figure 2B). By contrast, it was only expressed in fibers within the 
striatum (figure 2C) and the internal capsule (Figure 2D). The area of ChR2-EYFP 
fluorescence in the STN appeared as a dense network of ChR2-EYFP-positive fibers, and 
there was no apparent immunofluorescence in soma (Figure 2E), indicating that ChR2-EYFP 
was only expressed in corticofugal fibers within the STN.  
The pattern of ChR2-EYFP expression was consistent with ChR2-EYFP-expressing 
pyramidal neurons projecting to various parts of the brain. Specifically, ChR2-EYFP revealed 
motor corticosubthalamic projections in the STN, presumably the motor part of the so called 
hyperdirect pathway (Haynes & Haber 2013, Kita & Kita 2012). This latter result paved the 
way to exploring the properties of corticosubthalamic synapses.  
However, properties of ChR2-EYFP-expressing presynaptic pyramidal neurons had to 
be examined i) to ascertain that ChR2-EYFP expression did not change the electrical 
properties of motor pyramidal neurons and ii) to define the optimal parameters of 
photostimulation. 
 
Blue light induce firing in ChR2-expressing frontal cortex pyramidal neurons  
Thus, first, we tested whether ChR2-EYFP expression changed the basic electrical 
properties of pyramidal neurons in layer V of frontal cortex. Whole cell patch-clamp 
recordings performed on brain slices obtained from naïve and virally-transfected mice did not 
bring out any significant differences in the intrinsic membrane or the firing properties of 
ChR2-positive and ChR2-negative neurons (Table 1). Input-output curves of discharge 





from transfected and 14 from wild type mice, p> 0.05 ; data not shown). In addition, ChR2-
positive pyramidal neurons had an apparent normal morphology. 
Then, the action of light on ChR2-positive pyramidal neurons in layer V was examined. 
Laser blue light (wavelength 473 nm) was shone directly on frontal cortex using an optic fiber 
located close to the ChR2-EYFP-positive cortex area (Figure 3A and B). Sustained (500 ms) 
laser stimuli evoked repetitive action potentials in pyramidal neurons held in the current 
clamp mode of whole cell patch clamp (Figure 3C). Indeed, voltage clamp revealed that the 
photostimulus produced a large inward current with an initial peak followed by smaller 
desensitized component persisting throughout the stimulus. The photocurrents had a latency 
of less than 1 ms. Repetitive firing and photocurrent persisted when glutamate and GABA 
receptors were blocked by 20 µM DNQX, 50 µM D-AP5, 50 µM picrotoxin and 1 µM CGP 
55845. These two results suggest that the depolarizing current was due to direct ChR2-
mediated activation.  
We finally sought to determine the optimal parameters of photostimulation which 
elicited only one action potential per flash. To this end, we adjusted the duration or the 
luminance of the optical stimulation. As shown in Figure 3D, a single action potential was 
evoked by a 0.4 ms flash of 0.99 mW/mm
-2 
luminance, whereas 3 or 2 action potentials were 
evoked by a 1 ms flash of the same luminance or by a 1.15 mW/mm
-2
 flash of the same 
duration, respectively. Data from 13 neurons indicate that optical stimuli of durations between 
0.4 and 1 ms and luminances ranging from 0.55 to 1.15 mW/mm
-2
 were optimal, since they 
produced on average 1 action potential (Figure 3E). Stimuli of shorter durations were not able 
to always induce an action potential, whereas longer stimuli always induce more than one 
action potential. Thus, flashes between 0.4 to 1 ms and with luminances ranging of 0.55 to 
1.15 mW/mm
-2 
were used in all the following experiments. 
Frontal cortex pyramidal neurons do not fire single action potentials. They fire action 
potentials in a wide range of frequency in vitro (Connors and Gutnick, 1990). Cortical 
neurons projecting on subthalamic neurons discharge regularly, at a frequency below 5 Hz, in 
anesthetized animals (Paz et al., 2005; Degos et al., 2013). The discharge frequency of 
identified corticosubthalamic neurons in awake animals at rest was found to be in the order of 
3Hz (Li et al., 2012). The frequency range of discharge in a behaving rodent is unknown. 





whisker (Brecht et al., 2004), suggesting that frequencies of several tens of Hz may be 
associated with movement.  
To be able to reproduce the possible range of motor cortical firing, we examined if 
repetitive optical stimulations reliably produced repetitive action potentials. Using the 
parameters of a single flash that produced a single action potential (0.4 to 1 ms and 0.55 to 
1.15 mW/mm
-2
), we tested trains of photostimulations at frequencies ranging from 1 Hz to 
120 Hz. Figure 4A shows that at flash frequencies up to 40 Hz, each flash induced an action 
potential. At higher frequency however, photo stimulation was less efficient, and some flashes 
failed to elicit action potentials. Fidelity of photo stimulations over a 500 ms period is given 
by the group data in Figure 4B. 100% fidelity was obtained when each flash in a train 
produced one single action potential. Figure 4B shows that only photo-stimulus trains of 
frequency below 40 Hz reliably induced action potential firing with a similar temporal 
precision over 500 ms. The probability of evoking an action potential was reduced to 50 % at 
80Hz. The apparent frequency response of (H134R)ChR2 thus differed from that of wild type 
CHR2 which has a cut off frequency of 35 Hz (Wang et al., 2007). At least, part of the 
dynamics of photo-evoked action potentials stems from neuron firing properties, since action 
potentials could be reliably photo-evoked at frequencies up to 120 Hz in some neurons. 
Besides, similarly variable maximal firing frequency was observed when pyramidal neurons 
were challenged with standard intracellular current depolarizations.   
All together, the results indicate that ChR2-expressing pyramidal neurons in layer V of 
frontal cortex fire single action potentials when stimulated by blue light illuminations of 0.4 
to 1 ms. Pyramidal neurons reliably fire trains of actions potentials when trains of flashes at a 
frequency below 40 Hz are used.  
 
Optical activation of corticofugal fibers in the STN results in action potential-dependent 
glutamatergic synaptic transmission 
We explored whether synaptic responses could be evoked in the STN by recording 
subthalamic neurons in the voltage clamp mode while illuminating the ChR2-EYFP-positive 
area in the STN (Figure 5A). Considering that corticofugal terminals are glutamatergic, we 
expected light-induced excitatory synaptic currents. Indeed, local stimulations of brief laser 
flashes (0.4 to 1 ms, 0.55 to 1.15 mW/mm
2
) directly over the STN or over the internal capsule 





of fluorescent fibers whereas no response was ever recorded in neurons outside the 
fluorescent area. Responses always progressively decreased to undetectable level as the light 
source was moved away from the recording site. This observation, together with the finding 
that increasing luminance increased the amplitude of the current indicated that responses were 
compound EPSCs due to the photostimulation of several pre-synaptic axons and/or terminals. 
Typical peak intensity and decay are exemplified by the single sweep currents displayed in 
Figure 5B (left) and the average current is shown Figure 5B (right). In a sample of 24 
neurons, light-evoked currents ranged from -14 to -293 pA, with a mean peak intensity of 107 
± 13 pA, and mean charge close to -500 pA.ms (-506 ± 66 pA.ms). Mean decay was 4.5 ± 0.4 
ms. Interestingly, the latencies between flashes and currents were always greater than 1 ms 
with a mean value of 1.90 ± 0.08 pA (Figure 5B, n=24) consistent with values of synaptic 
delay (Cruikshank et al., 2010). To further characterize the responses of subthalamic neurons, 
we applied the AMPA/kainate receptor antagonist DNQX (20 µM, Figure 5C left). This fully 
blocked laser-evoked currents in all 5 cells tested, demonstrating that glutamate was released 
upon illumination and that ionotropic glutamate AMPA/kainate receptors were involved. We 
then assessed whether glutamate release was initiated by action potential-dependent 
processes. To address this issue, we recorded from subthalamic neurons with robust laser-
evoked cortico-subthalamic responses, then applied 1 µM TTX to block voltage-dependent 
sodium channels (Figure 5C right). TTX completely abolished the responses in 5 of 5 
neurons, indicating action potential-dependent release. It should be noted that although 
synaptic responses evoked by brief laser stimulation of corticofugal axons clearly required 
action potentials, responses could be evoked in TTX with longer stimulations (data not 
shown).  
Thus, when subthalamic neurons were recorded in areas targeted by ChR2-expressing 
corticofugal fibers, synaptic responses were evoked by short illuminations. They were 
excitatory post-synaptic currents (EPSCs) due to light-induced pre-synaptic action potentials 
that were AMPA/kainate receptor mediated.  
Finally, we assessed whether short illuminations could repetitively evoke EPSCs in 
subthalamic neurons. Figure 5 D shows that was the case. On the left are illustrated two 
parameters of all the single sweep EPCSs, peak and charge, together with the normalized 





photo-induced-EPSCs did not exhibit significant changes over time, with both peak and 
charge of EPSCs appearing as consistently robust parameters.  
 
Dopamine D1/D5 receptor activation negatively controls cortico-subthalamic 
transmission 
Corticofugal fibers in the STN could be repetitively activated by flashes as illustrated in 
Figure 5D. The values of peak and charge of the photo-induced-EPSCs did not exhibit 
significant changes over time. We therefore measured both peak and charge in the following 
experiments designed to investigate the action of D1/D5 receptors.  
We tested 3 dopaminergic agonists (SKF 82958, SKF 81297 or SKF 38393, 2-5 µM) to 
neutralize any possible difference in the affinity or potency of the drugs toward D5 or D1 
receptors, as seen with recombinant D1 and D5 receptors when expressed in heterologous 
systems of expression (Tiberi and Caron, 1994; Demchyshyn et al., 2000; D'Aoust and Tiberi, 
2010). Whatever the agonist, the effect of D1/D5 activation was a reduction in cortico-
subthalamic transmission. This was truly a D1/D5-mediated action since it was occluded 
when a D1/D5 agonist was co-applied together with the D1/D5 antagonist SCH23390 (10 
µM) as illustrated by Figure 6B and C. D1 agonists significantly reduced the peak and charge 
of EPSCs from - 126 ± 27 pA  to 75 ± 16 pA  and 643 ± 145 pA.ms to  407 ± 89 pA.ms, 
respectively, and the mean reductions in peak and charge were close to -40 %, -38 ± 5 % for 
peak and - 35 ± 7 % for charge (Figure 6D and E). In the continued presence of SCH23390, 
D1/D5 agonists had no more a significant action (control values: 94 ± 18 pA and 297 ± 43 
pA.ms; test values: 84 ±17 pA and 264 ± 47 pA.ms, for peak and charge, respectively).  
Agonists of receptors in the D1/D5 family do not discriminate between D1 and D5 
receptors at the concentrations required to act on neurons in brain slices, although they show 
some specificity on recombinant receptors expressed in heterolog systems (Tiberi and Caron, 
1994; Demchyshyn et al., 2000; D'Aoust and Tiberi, 2010) and on cell preparations (Undieh, 
2010). Our results can therefore be due to activation of either D1 or D5 receptor. However, 
there is no experimental evidence supporting D1 receptor expression in the STN, whereas D5 
receptors have been found (Khan et al., 2000; Baufreton et al., 2003; Wilson and Bevan, 
2011). We speculated that the inhibitory action of the agonists in the D1 family might involve 
D5 receptors. To directly test for the possibility that inhibition of AMPA/kainate EPCSs was 






Post-synaptic D5 receptors use a PKA-dependent pathway to inhibit cortico-
subthalamic transmission 
To test the assumption that the inhibitory action of the agonists in the D1 family was 
mediated by D5 receptors, we infected mice bearing a null mutation of the D5 receptor, D5 -/- 
mice (Holmes et al., 2001), with the same adeno-viral expression vector as wild type C57Bl6 
mice. The expression profile of the fusion protein ChR2-fluorescent reporter was similar to 
that of wild type mice. We then evoked EPCSs using the light parameters that produced a 
single action potential in layer V pyramidal neurons (0.4 to 1 ms, 0.55 to 1.15 mW/mm
-2
) in 
the same way as we did on wild type C57Bl6 mice in Figures 4 and 5. Light-induced EPCSs 
had qualitatively similar characteristics as those photo-evoked in slices from wild type mice 
(Table 1).  We then applied (2.5 to 5 M) D1 agonists (Figure 7A). They produced no 
significant change in the peak amplitude or charge of the EPCSs (n=8, p= 0.25 and p=0.31 for 
peak and charge, respectively). Thus, D5 receptors appeared to be necessary for the inhibitory 
action of D1/D5 agonists on TTX-dependent, AMPA/kainate EPCSs. 
Activation of recombinant D5 receptor is known to consistently produce elevation of 
cAMP when expressed in heterologous models such as HEK-293 (Tiberi and Caron, 1994; 
Demchyshyn et al., 2000; D'Aoust and Tiberi, 2010). Accordingly, we have shown that the 
action of D5 receptor on burst firing in the STN was mediated by a PKA/cAMP pathway 
(Baufreton et al., 2003). We therefore first tested the typical exogenous agonist of PKA, 
forskolin. Forskolin was indeed able to increase the peak and charge of light-induced EPCS 
(Figure 7B). But this action was accompanied by the clear emergence of numerous 
spontaneous synaptic events (see the inset in Figure 7B) indicating that it had both a pre- and 
a post-synaptic site of action. We turn to a more specific compound, the protein kinase A 
peptide inhibitor, referred to as PKI, used it in the pipette solution to produce indisputably a 
post-synaptic block of the PKA/cAMP transduction pathway and tested then the action of 
D1/D5 receptor agonists. With 20 M PKI complementing the pipette solution, D1/D5 
agonists were inactive, inducing no significant changes in the peak or charges of the light-
induced EPCSs (Figure 7C). This finding is illustrated by the values of the group data (mean 
control values : - 129 ± 11 pA and - 575 ± 71 pA.ms vs mean test values : - 117 ± 17 pA and -






Short term synaptic plasticity of motor cortico-subthalamic synapses revealed by 
optogenetic stimulations of corticofugal axons 
40 Hz is the cutting frequency for trains of flashes, since layer V pyramidal neurons in 
frontal cortex fired with fidelity of less than 100 % when they were photoactived by trains of 
flashes at frequency of 40Hz and above (Figure 3). We therefore investigated the short term 
plasticity profile of cortico-subthalamic synapses using trains of illuminations in the 0.1 to 
40Hz range.  
Figure 7 and 8 display the results of such an experiment made on mice and rats, 
respectively. In both cases, frontal cortex was infected by a solution of recombinant adeno-
associated virus coding for a fusion protein ChR2 and a fluorescent reporter (EYFP or 
mCherry). ChR2-EYFP-positive pyramidal cells in rats had the same properties as those from 
non-transfected rats (Table 1) The expression profile of ChR2-fluorescent reporter was 
similar in mice and rats; only a small area in the dorso-lateral STN exhibited a dense network 
of fluorescent fibers. And we only found light-evoked EPSCs in the neurons that were lying 
among the dense network of fluorescent fibers. The currents recorded in rats had properties 
similar to those recorded in mice and described in Figure 5, i.e. they were TTX- dependent, 
AMPA/kainate receptor currents. Figure 8 A and B show an example of EPSCs induced by 
repetitive trains of flashes in a slice of mouse and of rat, respectively. The group data 
illustrated Figure 9 are those obtained in slices from rats. The peak amplitudes of 
AMPA/kainate EPSCs photo-evoked at a frequency of 0.1 Hz were constant. By contrast, 
whilst the first two EPCS photo-evoked at 1Hz had constant peak amplitudes, the peak 
amplitudes of the later AMPA/kainate EPSCs were depressing. EPSCs evoked at 10 Hz 
displayed contrasting properties: the five first EPSCs showed no significant change whereas 
the 3 remaining EPSCs evoked by the subsequent flashes were diminished. Flashes at 20 and 
40 Hz always induced depression. Depression at 20 Hz was progressively increasing whereas 
that at 40 Hz was quasi maximal as soon as the second EPCS was photo-evoked. The graph of 
figure 8D presents the global filter properties of the synapse. The ratio of peak amplitudes of 
EPSC2/EPSC1 corresponds to the paired pulse ratio. It shows that the cortico-subthalamic 
synapse behaves as a low-pass filter for the first two stimuli at all frequency up to 10 Hz. The 
ratio of peak amplitudes of the last EPSC in the train over that of EPSC1 indicates depression 





synapse for pre-synaptic stimulation at 10 Hz differ from those of the synapse at all other 








Our results built on the efficacy of the ChR2 optical technique to selectively stimulating 
pre-synaptic axons of cortico-subthalamic synapses. In axon terminals within STN, light 
evoked action potential-dependent glutamate release. We demonstrate that activating 
dopamine D5 receptor leads to reduction of AMPA-mediated current. We show that trains of 
optical stimulation produced short term depression.  
 
Cortical projections to STN  
Our injections of virus driving the expression of the fusion protein ChR2-EYFP were 
directed to frontal cortex. Only injections of anterograde and /or retrograde tracers in the 
agranular cortex, which includes prefrontal, motor and somatosensory areas, resulted in 
labelling in the STN. Terminals were in the dorsolateral district of the ipsilateral STN and cell 
bodies in layer 5B of cortex (Afsharpour, 1985; Canteras et al., 1990; Kita and Kita, 2012). 
Our imaging of the fluorescence of YFP suggests that ChR2-YFP expression was localized in 
lateral agranular cortex. Thus, it is probable that the cortical ChR2-YFP-positive area 
included motor cortex, although it cannot be excluded that part of the somatosensitive cortex 
might has been transfected too (Canteras et al., 1988). Experiments of photo-
microstimulations in animals could clarify what parts of the cortex were transfected.  
Whether the properties of the cortico-subthalamic synapse we report here are shared by 
other projections from e.g. prefrontal cortex to STN remains to be investigated. In primates, 
many areas constitutive of prefrontal cortex project onto the STN, in addition to motor 
cortexes (Nambu et al., 1996; Haynes and Haber, 2013). Another question is: do the cortico-
subthalamic synapses have the same properties as the cortico-striatal synapses, both with the 
same pre-synaptic pyramidal neurons? A major finding of (Kita and Kita, 2012) is that 
corticofugal neurons that project to STN also project to many other brain structures such as 
striatum and thalamic in addition to brainstem areas and spinal cord. Our results provide the 
first experimental data on cortico-subthalamic synapses. There is no data, however, on the 
properties of the cortico-striatal synapses made by collaterals of axons also targeting STN. 
Retrograde transfection of STN neurons will allow their identification. It will be interesting to 
compare their properties to those of interhemispheric neurons studied by retrograde 






Axonal and synaptic activation of cortico-subthalamic transmission with ChR2  
Cortical stimulation by light in brain slices from Thy::ChR2 transgenic mice activated 
microcircuits, indicating that light activated interneurons in cortex, in addition to projection 
pyramidal neurons (Wang et al., 2007). Within the STN, CHR2-YFP expression was found in 
fibers and not cell bodies, in agreement with our labelling, and inhibitory markers were not 
detected in ChR2-YFP positive fibers (Gradinaru et al., 2009). Nevertheless, in our 
conditions, currents evoked by light in subthalamic neurons in Thy::CHR2 slices were 
partially sensitive to antagonists of GABA receptors, suggesting that at least some 
GABAergic neurons projecting to STN expressed ChR2. STN neurons receive massive 
projections from globus pallidus (Smith et al., 1998). A possible explanation is thus that 
neurons in globus pallidus express ChR2-YFP at low level. Besides, a significant TTX-
resistant component of current was evoked by light. This later experiment result suggests 
some ectopic expression of ChR2-YFP in subthalamic neurons of Thy::ChR2 mice. 
Thy::ChR2 mice should therefore only be used when light can be directed to areas away from 
the recording sites. 
By contrast, in virally-transfected mice, ChR2 activation directed to the STN itself or 
the internal capsule did not elicited action potential-independent synaptic transmission when 
short-lived illuminations were used. Accordingly, ChR2 has been expressed in cortical 
neurons and the axons or terminal arbors themselves were directly excited by light, triggering 
transmitter release without the need for illuminating of parent somata (Petreanu et al., 2007; 
Kiritani et al., 2012; Kress et al., 2013). TTX or APV, an AMPA/kainate receptor inhibitor, 
fully blocked light-evoked responses in subthalamic neurons. Thus, the following steps might 
be involved: light activated ChR2 which in turn elicited action potentials in ChR2-expressing 
pre-synaptic cortical fibers/terminals, induced glutamate release and ultimately produced 
AMPA/kainate EPSCs in STN neurons.  
 
Negative control of cortico-subthalamic transmission by post-synaptic dopamine D5 
receptors 
The STN response to cortical stimulation has been studied in vivo (Kitai and Deniau, 
1981; Nambu et al., 2000; Farries et al., 2010; Degos et al., 2013). It is complex, involving 
several components, but only the earliest excitatory component is due to direct monosynaptic 





however, studies have assumed so far that electrically stimulating the internal capsule 
reproduced cortical excitation, although this likely includes both cortical and thalamic 
excitation, with possible brainstem and midbrain involvement (Bevan and Bolam, 1995). 
Whether these synaptic inputs have common properties has not been studied yet.  
The average size and decay of the photo-evoked EPSCs are in the same order of 
magnitude as those produced by internal capsule stimulation which were able to change the 
firing frequency of STN neurons biphasically (Farries et al., 2010). But in the presence of 
dopamine, EPSCs are likely to be smaller because of the action of post-synaptic D5 (present 
study) and of pre-synaptic D2 receptors (Shen and Johnson, 2000). The negative action of D5 
receptor we report here is unusual for receptors in the D1 family. Whereas PKA signaling is 
usually activated by D5 receptor, this often leads to increase of glutamatergic transmission 
(Tiberi and Caron, 1994; Centonze et al., 2001; Valjent et al., 2009; Cahill et al., 2014). PKA 
signaling might be different at subthalamic neurons, either mediated by difference in the 
concentration or regulatory isoforms of PKA, or in the manner PKA couples to the receptor. 
The only study on the action of DA on glutamatergic synaptic transmission showed that 
dopamine acting at receptors in the D2 family on axon terminals of STN afferents reduced the 
initial probability of glutamate release (Shen and Johnson, 2000). Again, we do not know 
whether the D2 receptors were on corticofugal afferents and / or on afferents from other 
structures. The common feature of the actions of D2 receptor and that of D5 receptor is 
however that both concur to reducing synaptic input. In Parkinson‘s disease or experimental 
models of the disease then, a first hypothesis is that cortical input to STN might be 
strengthened. The assumption fits well with the data in vivo showing an increased coherence 
between cortex and STN in experimental model of Parkinson’s disease as well as in patients 
(Levy et al., 2002; Sharott et al., 2005; Mallet et al., 2008; Litvak et al., 2011). 
 
Dynamics of laser-evoked cortico-subthalamic responses  
We assumed that the properties of ChR2 kinetics we established using illuminations of 
neuron cell bodies were similar to that of axons and terminals within the STN. Whether this is 
truly the case requires direct experimental confirmation. Our data using standard electrical 
stimulations of internal capsule (not shown) support that there were no major discrepancies. 




) but also to 
Ca
2+ 
(Boyden et al., 2005). Therefore, Ca
2+





synaptic fibers. This is below threshold of synaptic activation since, in the absence of action 
potentials, when TTX was used, no synaptic transmission occurred but it cannot be excluded 
that the Ca
2+ 
entry accompanying the action potential changed the properties of glutamate 
release (Schoenenberger et al., 2011). 
Synapses exhibit diverse forms of short-term plasticity that reflect the interplay of 
numerous pre- but also post-synaptic mechanisms (Beierlein et al., 2007). Consequently, 
synapses filter spikes in distinctive ways. As a rule, a single photo-stimulus generally 
decreased glutamate release by a subsequent photo-stimulus at cortico-subthalamic synapses. 
This led to depressed post-synaptic currents with repetitive photo-stimulations i.e. short-term 
depression with presumably high initial release probability. But this was not the case for the 
first paired stimulations in photo-stimulus trains between 0.1 Hz and 15 Hz. Surprisingly, this 
was not the case either at 10 Hz for the 5 first flashes. Instead, paired stimulations between 
0.1 and 15 Hz as well as photostimuli at 10 Hz for 500 ms produced similar EPSCs size. Our 
results therefore suggest that the cortico-subthalamic synapse has also low pass filtering 
properties. To assess the implications of this finding for cortico-subthalamic synapse 
computations, complementary issues must be explored. First, the firing properties of 
corticofugal neurons projecting to the STN must be determined in conjunction with the firing 
frequencies and patterns relevant to their function. Second, both capacity of rate coding and 
temporal discrimination has been ascribed to glutamatergic synapses in the STN (Farries et 
al., 2010) How does that translate in responses to stimulus trains (if these are physiologically 
relevant) will need to be examined too. Finally, if rather than transmitting an efferent copy of 
the motor command, the cortico-subthalamic input is involved in associative control of 
movement (Kita and Kita, 2012; Haynes and Haber, 2013) are the filtering properties changed 
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Figure 1: Fast, light-evoked responses in subthalamic neurons in brain slices from 
Thy::ChR2 transgenic mice 
A. Confocal images illustrating the expression of ChR2-EYFP. Whole brain (left). In the 
striatum and the internal capsule (middle), ChR2-EYFP fluorescence was located in fi-
bers.  The subthalamic nucleus (STN, right) displayed a dense network of ChR2-EYFP 
fibers around spaces devoid of fluorescence, presumably neuron somata.  50 µm para-
sagittal sections from a 5-week transgenic Thy::ChR2 mouse brain after tissue fixation 
and immunolabelling of EYFP. Scale bars, 10 µm. 
B. Left, illustration of experiment configuration, including positions of recording electrode 
and laser stimulus (blue beam), ChR2-EYFP expression shown in green. Middle panel, 
responses of ChR2-EYFP expressing pyramidal neurons to successive applications of a 
500 ms laser stimulation at 473 nm (blue bar) and of a 500 ms intracellular current step 
(drawn below the voltage traces) in 3 pyramidal neurons. The bars to the left of the volt-
age traces indicate 0 mV. Right panel, illustration of responses to laser flashes of varying 
durations and luminances in a single pyramidal neuron. Group data show that, on aver-
age, flash duration below 1 ms elicited one action potential. The range of light intensity 
tested was 0.66 to 1.15 mW/mm
2
. 
C. Left, illustration of experiment configuration.  A 1 ms illumination at 473 nm elicited 
stable inward currents (middle trace). The grey traces show six single sweep currents, the 
thick dark trace showing the average of the single sweep currents. Box plots of peak, 
charge, time taken to decay from 20 to 80 % of peak, as well as onset to latency in a sam-
ple of 14 subthalamic neurons are presented (right).  
D. Sequential applications of antagonists of ionotropic GABA receptors (picrotoxin, 50 µM 
and CGP 55845, 1 µM), of antagonists of fast glutamatergic transmission (DNQX, 20 
µM and  D-APV, 50 µM), and of TTX (1 µM). All reduced the light-induced current in 
STN neurons. Group data show the peak currents in control and in the 3 conditions, and 
the fraction of control current still present in the presence of D-APV and DNQX, and of 






Figure 2: Adenovirus injections into cortex produce ChR2-EYFP expression, including 
axonal projections within the subthalamic nucleus  
A1 and A2 display the same image of EYFP epifluorescence in a 50 µm parasagittal section 
from a 42-day-old (D42) mouse brain. The outlines of striatum, thalamus, subthalamic nucle-
us (STN) and substancia nigra (SN) were drawn in A2 using the over-exposed fluorescence 
view. Stars indicate the locations of the high magnification images of cortex (B), striatum (C), 
internal capsule (D) and STN (E). 
Cortex was injected with 1.5 µl of adenovirus in vivo on D28.  Tissue was fixed 2 weeks later.  
 
Figure 3: ChR2-expressing pyramidal cortical neurons responded directly to light 
stimuli.  
A. Schematic of the experimental configuration. Viruses carrying genes for a ChR2-EYFP 
fusion protein construct had been injected in frontal cortex of mice in vivo. 
B. Prolonged blue (473 nm) illumination (middle trace) directed at the cortex generated 
spikes throughout the stimulus (top trace) or a biphasic photocurrent with an initial peak 
followed by a sustained component (bottom trace). Traces come from different neurons. 
The inset illustrates short onset latency of the photocurrent (thick trace, photocurrent 
and thin blue trace, flash). 
C. Example of coordinated changes in flash luminance and duration applied to a EYFP-
ChR2 positive pyramidal neuron. Increasing the flash duration from 0.4 to 1 ms at a lu-
minance of 0.99 mW/mm
2
 induced the discharge of 3 actions potentials. Conversely, in-
creasing the flash luminance from 0.99 mW/mm
2 
to 1.15 mW/mm2 produced 2 actions 
potentials. 
D. Summary graph of the number of action potentials elicited by increasing flash durations. 




Figure 4: Repetitive optical stimulations up to 40 Hz reliably induce repetitive action 
potential firing.  
A. Example of discharges due to trains of 0.5 ms flashes (blue bars) at frequencies between 
1 and 120 Hz in a ChR2-EYFP-positive pyramidal neuron. Spikes were evoked by each 
flash in trains between 1 and 40Hz. Trains of flashes of frequencies higher than 40 Hz 





B. Summary data of experiments similar to that illustrated in A. Fidelity is the ratio of 
spike to flash counts, expressed in %. 1 was registered for one action potential for one 
flash and zero for no action potentials as well as two or more action potentials. Fidelity 
at flash rate of 40 Hz and above is significantly different from 100 %, indicating that on 
average the ability of ChR2 to evoke action potentials decreased with light pulse fre-
quency. * indicates difference from 100 % at   p < 0.05. 
 
Figure 5: Optical activation of corticofugal fibers in the STN results in action potential-
dependent glutamatergic synaptic transmission 
A. Schematic illustration of the experiment configuration. Light (blue beam) was directed 
to the STN itself and subthalamic neurons lying in the EYFP-ChR2 positive area within 
the STN boundaries were recorded in the whole cell patch clamp configuration. 
B. Left, single sweep examples of the inward current evoked by 6 successive 0.5 ms flash-
es. The flashes are indicated by the blue bar. The current differed both in peak ampli-
tude and kinetics from one trial to the other. 
Right, top, average current evoked by the 6 successive flashes shown in B. 
Right, bottom, descriptive parameters of the inward currents obtained in a sample of 24 
subthalamic neurons. Peak, charge of currents, time required for decaying from 20 to 80 
% of peak value, and onset latency distributions are reported in box plots. Note that the 
average current peak was 100 pA and that the average onset latency was close to 2 ms. 
C. The inward currents are fully blocked by the specific AMPA/kainate receptor antago-
nist, DNQX (20 µM), or by the sodium channel inhibitor, TTX (1 µM).  Thus, they are 
AMPA/kainate receptor mediated, excitatory post-synaptic currents (EPSCs) due to 
light-induced pre-synaptic action potentials. The black and grey traces illustrate currents 
photo-evoked in control and in the continued presence of the antagonists. The graphs to 
the right of each recording display the summary data of peak values before and after ap-
plication of the drug. 
D. Excitatory post-synaptic currents (EPSCs) can reliably be elicited over time.  Left, ex-
ample of plot of peak, charge of photo-evoked EPCSs as well as cell capacity measured 
from a subthalamic neuron for 20 min. a and b illustrate the average current at times in-





charge values taken at 2 and 18 min in 20 min recordings of 9 subthalamic neurons. ns, 
no significant difference.  
 
Figure 6: Activation of receptors in the D1/D5 family reduces light-evoked, cortico-
subthalamic AMPA/kainate EPSCs 
A. Perfusion of SKF 82958 (5µM) reduces the peak and charge of light-evoked, cortico-
subthalamic AMPA/kainate EPSCs. The thick black bar above the plots indicates perfu-
sion of SKF 82958. Traces a and b on top of plots, are average traces of the points includ-
ed in the shaded areas.   
B. No action of SKF 82958 (5µM) on peak amplitude and charge of light-evoked, cortico-
subthalamic AMPA/kainate EPSCs in the continued presence of SCH 23390 (10 µM).  
C. Box plot summaries of the action of D1/D5 agonists alone and in the continued presence 
of 10 µM SCH 23390. D1/D5 agonists were SKF 82958, SKF 81297 or SKF 38393, 2-5 
µM. ‘Before’ refers to the 6 average values preceding the agonist perfusion, ‘after’ refers 
to the 6 average values measured after 10 min of perfusion.  
D. Summary of changes in peak and charge of EPSCs.  
** indicates significant changes at p < 0.01; ns, non-significant. 
 
Figure 7: Post-synaptic D5 receptors use a PKA-dependent pathway to inhibit cortico-
subthalamic transmission 
A. Perfusion of D1/D5 agonists has no action in transgenic mice bearing a mutated D5 recep-
tor (D5 -/- mice). Top traces exemplify the average current before and after perfusion of 5 
µM SKF 82958 obtained in a subthalamic neuron from a D5 -/- mouse. Box plots show 
group data of values of peak and charge in the two conditions.  
B. Perfusing the typical PKA activator forskolin (10 µM) dramatically increased the light-
evoked, cortico-subthalamic AMPA/kainate EPSCs. The inset shows that this was accom-
panied by an emergence of spontaneous synaptic events (indicated by *). The traces are 
average of 6 single sweep EPCSs. The inset is a single sweep trace. 
C. D1/D5 agonists were no more active in the sample cells tested with a peptide inhibitor 
(PKI, 20 µM in pipette solution), to intracellularly inhibit protein kinase A, as illustrated 






Figure 8: Repetitive EPSCs can be induced by repetitive trains of flashes in subthalamic 
neurons from mice and rats.  
Representative examples of EPSCs obtained at light frequencies between 0.1 and 40 Hz in a 
subthalamic neuron in a brain slice from a mouse (A) and a rat (B). 
 
Figure 9: Short term plasticity profiles obtained at light frequencies between 0.1 and 40 
Hz show low pass filter properties of the cortico-subthalamic synapse 
A. Group data of the plasticity profiles obtained at light frequencies of 0.1, 1, 10, 20 and 40 
Hz. 
B. Summary graph of the filter properties of the cortico-subthalamic synapses determined 
using photostimuli. The black line and symbols display the ratios of paired pulse values, 
i.e. peak values of the second to the first EPCS in a train. The grey plot shows the ratio of 
the eighth to the first EPSC in a train, except for the tests at 0.1 Hz. At 0.1 Hz, trains 
comprised only four photo-stimuli. Thus, the black symbol refers to the paired pulse value 
whereas the grey one reports the ratio of the fourth to the first EPSC in the 0.1 Hz trains. * 









Table 1. Electrical properties of ChR2-expressing pyramidal neurons do not differ from 
those of ChR2-devoided pyramidal neurons 
















wild type C57Bl6  
mice 
-63.3 ± 1.9 
n=18 
110 ± 12 
n=17 
55.1 ± 4.4 
n=17 





-68.1 ± 2.8 
n=10 
117 ± 19 
n=10 
83.1 ± 17.0 
n=10 





-63.5 ± 2.2 
n=14 
113 ± 13 
n=14 
65.6 ± 6,4 
n=14 
43.0 ± 3.7 
n=12 
rat  
-67.4 ± 2.4 
n=14 
95.0 ± 12.3 
n=14 
83.9 ± 7.4 
n=14 




-66.1 ± 3.0 
n=9 
98.2 ± 15.6 
n=9 
100.3 ± 11.4 
n=9 






























































































































































































































































































DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
L’objectif principal de ma thèse était d’étudier les propriétés de plasticité à court terme 
de la synapse cortico-sous-thalamique, ainsi qu’une éventuelle modulation de cette synapse 
par les RD5.  
Pour pouvoir étudier la synapse cortico-sous-thalamique, nous avons dû, dans un 
premier temps, nous assurer qu’il était possible de stimuler les neurones pyramidaux de la 
couche V du cortex en utilisant cette technique sur des tranches de cerveau de Rongeur. Cette 
condition obligatoire a été remplie, aussi bien en utilisant le modèle de souris Thy :: ChR2 
que l’approche d’injection de virus antérograde directement dans le cortex moteur chez la 
souris et le rat, puisque nous avons réussi à contrôler le rythme de décharge des neurones 
pyramidaux avec la lumière. 
Dans un deuxième temps, nous devions nous assurer que l’optogénétique permettait 
d’étudier la transmission synaptique au niveau de la synapse cortico-NST. Et ce, dans des 
conditions comparables à la stimulation électrique, qui est depuis longtemps utilisée et 
reconnue pour étudier la transmission synaptique en neurosciences. Nous avons montré qu’il 
est possible d’induire des courants post-synaptiques excitateurs (EPSC) dépendants des 
récepteurs AMPA dans les neurones sous-thalamiques, en réponse à la stimulation optique de 
la capsule interne chez les souris Thy :: ChR2 et chez les animaux injectés avec un virus 
antérograde dans le cortex moteur. Cependant, nous avons également mis en évidence une 
expression de ChR2 dans les neurones sous-thalamiques chez les souris Thy ::ChR2, ce qui 
nous a conduits à abandonner l’utilisation de ce modèle pour la suite de notre étude. 
Dans un troisième temps, nous avons mis en évidence que l’activation pharmacologique 
des récepteurs D5 entraîne une réduction de l’amplitude et de l’aire des courants AMPA au 
niveau de la synapse cortico-NST en utilisant une approche mêlant pharmacologie classique 
et souris transgéniques D1-/-
1
 et D5-/-. Nous avons également montré que l’inhibition des 
courants AMPA est post-synaptique et passe par l’activation de la protéine kinase A (PKA).  
Enfin, l’étude des propriétés de plasticité à court terme de la synapse cortico-sous-
thalamique a révélé que cette synapse se comportait comme un filtre passe-bas. Ainsi, la 
synapse cortico-NST favoriserait le transfert des informations corticales à basse fréquence et 
réduit l’influence des messages corticaux à haute fréquence sur le NST. 
                                                 
1
 Nous avons principalement utilisé les souris D1-/- pour nos expériences préliminaires de stimulation 
électrique car ces animaux sont fragiles et supportent mal la chirurgie stéréotaxique. 




L’ensemble de ces résultats contribue à améliorer la connaissance de la synapse cortico-
NST. Ils apportent aussi des informations importantes concernant l’utilisation de 
l’optogénétique dans le cadre de l’étude de la transmission synaptique et des phénomènes de 
plasticité à court terme. Ils montrent enfin que l’optogénétique est un bon moyen d’étudier 
spécifiquement une synapse dans des tranches de cerveau de rongeur. 
1. CONTROLE DE L’ACTIVITE DES NEURONES PYRAMIDAUX DE LA COUCHE 
V DU CORTEX PAR LA LUMIERE 
La première étape pour valider la technique d’optogénétique in vitro était de nous 
assurer que nous pouvions contrôler l’activité électrique des neurones à l’origine de la voie 
cortico-sous-thalamique, à savoir les neurones pyramidaux de la couche V du cortex. 
Souhaitant principalement étudier la synapse cortico-NST motrice, nous avons réalisé nos 
enregistrements dans le cortex frontal, incluant probablement le cortex moteur M1.  
Les résultats présentés dans l’article en préparation montrent qu’il est possible de 
stimuler optiquement les neurones pyramidaux de la couche V du cortex dans nos conditions 
expérimentales. Nous avons également montré qu’il était possible d’obtenir un seul potentiel 
d’action par flash en adaptant les paramètres de la stimulation optique. Il était crucial de 
remplir cette dernière condition pour pouvoir contrôler efficacement l’activité électrique des 
neurones cortico-NST. Nous avons ensuite utilisé des trains de stimulations optiques afin de 
déterminer la fréquence de stimulation à partir de laquelle les neurones pyramidaux de la 
couche V du cortex moteur ne suivent plus parfaitement le rythme qui leur est imposé. Nous 
avons déterminé que pour des trains de 500 ms, la fréquence maximale que nous pouvions 
utiliser était proche de 40 Hz.  
Deux paramètres pourraient être responsables de cette limite : les propriétés intrinsèques 
des neurones de la couche V du cortex moteur et les propriétés cinétiques de la ChR2 utilisée. 
Dans notre cas, la limitation viendrait principalement des propriétés intrinsèques des neurones 
corticaux. En effet, la fréquence maximale moyenne que nous avons relevée lors d’injections 
de créneaux de courants positifs par la pipette de patch était d’environ 40 Hz, ce qui montre 
que les neurones pyramidaux de la couche V ne déchargent généralement pas à des 
fréquences plus élevées quel que soit le mode de stimulation.  
De plus, cette limitation varie selon la durée du train. En effet, les analyses de fidélité de 
la réponse des neurones corticaux à la stimulation optique ont été faites sur une durée de 500 




ms, mais si on s’intéresse à des durées plus courtes, la fidélité est respectée pour des 
fréquences plus élevées que 40 Hz dans la plupart des cellules. En effet, la perte de fidélité 
apparait souvent après plusieurs flashs et est de plus en plus conséquente en allant vers la fin 
du train de stimulations. Ainsi, pour des protocoles plus courts, il serait possible d’utiliser une 
fréquence maximale plus élevée de manière fiable. 
La gamme de fréquence qu’il nous est cependant possible d’utiliser semble suffisante 
pour étudier la transmission cortico-NST à des fréquences physiologiques exprimées par le 
cortex, que ce soit au repos ou lors d’un mouvement. En effet, le rythme de décharge des 
neurones cortico-NST chez l’animal éveillé au repos est de l’ordre de 3 Hz (Li et al., 2012). 
Même si aucune donnée n’est disponible lors d’un mouvement pour les neurones cortico-
NST, il a été montré que la stimulation d’un neurone de la couche V du cortex à 50 Hz 
suffisait à faire bouger une moustache chez le rat (Brecht et al., 2004), ce qui suggère que le 
mouvement serait associé à des fréquences de décharge des neurones de la couche V de 
l’ordre de plusieurs dizaines de Hz. Un article récent rapporte un pic de fréquence de 10 Hz 
dans le cortex moteur chez le rat pour un mouvement de poussée de levier réussi et de 20 Hz 
pour un même mouvement mais prématuré (Saiki et al., 2014).  
Cependant, dans les expériences de transmission synaptique, nous avons stimulé 
optiquement les fibres et non les corps cellulaires des neurones cortico-NST. N’ayant pas les 
moyens techniques d’enregistrer directement les fibres cortico-NST lors de la stimulation, 
nous avons essayé d’enregistrer les potentiels d’action antidromiques induits dans les 
neurones pyramidaux de la couche V du cortex, en réponse à une stimulation optique des 
fibres cortico-NST passant dans le striatum et la capsule interne. Ces essais se sont révélés 
infructueux : nous n’avons pas été capables d’enregistrer ce type de réponse. Lors de la 
réalisation des tranches de cerveau, les fibres de la voie cortico-NST sont certainement 
coupées à plusieurs niveaux, ce qui pourrait expliquer cet échec. Il reste donc possible que les 
paramètres de stimulation permettant d’obtenir un seul potentiel d’action par flash dans les 
corps cellulaires des neurones pyramidaux de la couche V du cortex moteur ne soient pas 
ceux qui induisent un seul potentiel d’action dans les fibres cortico-NST. 




2. UTILISATION DE L’OPTOGENETIQUE POUR ETUDIER LA TRANSMISSION 
SYNAPTIQUE ET LES PHENOMENES DE PLASTICITE A COURT TERME DE LA 
SYNAPSE CORTICO-SOUS-THALAMIQUE 
Après avoir déterminé les paramètres optimaux de stimulation optique et la fréquence 
maximale à laquelle il était possible de contrôler parfaitement les neurones pyramidaux de la 
couche V du cortex moteur, nous devions nous assurer qu’il était possible d’évoquer des 
réponses synaptiques dans les neurones sous-thalamiques. Quel que soit le modèle utilisé, 
nous avons obtenu des réponses synaptiques en réponse à la stimulation optique des fibres 
cortico-NST au niveau de la capsule interne ou directement au niveau du NST. 
Cependant, dans le cas des souris Thy :: ChR2, les courants obtenus n’étaient pas 
purement synaptiques puisque le blocage pharmacologique simultané de la transmission 
synaptique et des récepteurs ionotropiques au glutamate et au GABA n’a pas permis d’abolir 
totalement la réponse obtenue. Le courant restant présentait un délai inférieur à la 
milliseconde, ce qui laisse penser qu’il n’est pas synaptique, mais produit directement par les 
neurones sous-thalamiques. Nous avons donc conclu que les neurones du noyau sous-
thalamique exprimaient un faible taux de ChR2 chez les souris Thy :: ChR2. Il semblerait que 
ce problème ne soit pas limité au noyau sous-thalamique. En effet, la réduction de l’amplitude 
moyenne des courants observée lors du blocage des récepteurs GABAergiques laisse supposer 
que la stimulation optique active également les fibres GABAergiques provenant du GPe. De 
plus, lors d’expériences complémentaires, nous avons mis en évidence le même type de 
courant résistant à la TTX et aux bloquants synaptiques dans le GPe et le noyau 
parafasciculaire du thalamus, deux structures projetant sur le NST. Ainsi, les souris Thy :: 
ChR2 semblent présenter une faible expression basale de ChR2 dans d’autres structures 
projetant sur le NST, contrairement à ce qui a été rapporté précédemment en utilisant une 
approche d’immunohistochimie (Gradinaru et al., 2009). L’ensemble de ces observations 
nous a conduits à écarter ce modèle pour la suite de l’étude.  
Les résultats obtenus chez les souris Thy :: ChR2 mettent en avant l’importance de la 
mesure du délai des réponses obtenues lors de l’utilisation de l’optogénétique in vitro pour 
confirmer l’origine synaptique de ces dernières. En effet, l’optogénétique repose sur des 
techniques d’expression pouvant conduire dans de rares cas à l’expression ectopique du 
transgène. La mesure du délai synaptique semble donc être un moyen rapide et fiable pour 
détecter une éventuelle expression non désirée de la ChR2 dans la structure étudiée. Ces 




résultats posent également la question de la pertinence de l’utilisation de 
l’immunohistochimie à elle seule pour attester de l’absence d’expression de ChR2 lors de la 
validation d’un modèle d’étude en optogénétique. 
Les tests réalisés chez les souris et les rats ayant subi des injections de virus antérograde 
directement dans le cortex moteur se sont révélés plus satisfaisants. En effet, les courants 
obtenus étaient d’origine synaptique, uniquement glutamatergiques, dépendants des 
récepteurs AMPA à -80 mV et impliquaient une libération de glutamate dépendante des 
potentiels d’action. De plus, la plupart du temps, les réponses induites étaient simples, ce qui 
laisse penser que nos réponses étaient monosynaptiques et que la stimulation n’entraînait 
qu’un seul potentiel d’action par flash dans les fibres cortico-NST, même si les paramètres de 
stimulation ont été déterminés au niveau des corps cellulaires. Les propriétés des réponses 
ainsi obtenues ne semblent donc pas différentes des propriétés des réponses obtenues 
classiquement à l’aide d’une stimulation électrique des fibres pré-synaptiques. 
3. LE RECEPTEUR D5 REDUIT LA TRANSMISSION GLUTAMATERGIQUE 
DEPENDANTE DES RECEPTEURS AMPA AU NIVEAU DE LA SYNAPSE 
CORTICO-SOUS-THALAMIQUE 
Grâce à l’utilisation de l’optogénétique nous avons mis en évidence un effet inhibiteur 
des récepteurs D5 sur la transmission glutamatergique dépendante des récepteurs AMPA au 
niveau de la synapse cortico-NST. C’est la première fois qu’un effet des récepteurs de la 
famille D1 est mis en évidence sur la transmission glutamatergique au niveau du NST.  
Il faut préciser que si cet effet a été mis en évidence dans la majorité des neurones 
enregistrés, nous n’avons pas retrouvé cet effet pour 3 neurones sur 12 enregistrés. Ces 3 
neurones ont été testés avec le même lot de SKF 81297 à un jour d’intervalle. L’utilisation 
d’un nouveau lot de SKF 81297 n’a plus produit ce type d’effet. Une proportion de neurones 
répondant différemment aux agonistes D1/D5 a également été rapportée dans une étude 
s’intéressant aux effets des récepteurs D5 sur la capacité de décharger en bouffées des 
neurones du NST (Baufreton et al., 2003). Ces résultats suggèrent qu’une petite proportion de 
neurones du NST pourrait ne pas exprimer de récepteurs D5 ou que l’activation des récepteurs 
D5 activerait des voies de signalisation différentes dans ces neurones.  
L’effet observé pourrait être minimisé. En effet, l’utilisation de la configuration cellule 
entière entraîne une dialyse du milieu interne du neurone enregistré, ce qui peut conduire à la 




dilution de certaines molécules impliquées dans le bon fonctionnement des voies de 
signalisation intracellulaire. Nous avons en effet remarqué que l’effet inhibiteur était plus 
marqué lorsque nous utilisions des pipettes présentant des résistances élevées (> 10 MΩ). Il 
est donc important de trouver un équilibre entre une résistance d’accès faible et stable, 
nécessaire pour réaliser des expériences de pharmacologie en configuration « potentiel 
imposé » (obtenue en utilisant des pipettes de faible résistance), et la diminution de la dialyse 
des protéines intracellulaires favorisée par des résistances de pipette élevées. L’utilisation du 
patch-clamp en configuration « patch perforé » pourrait aider à régler ce problème. 
Cependant, le « patch perforé » présente ses propres inconvénients. En effet, la perforation de 
la membrane par l’antibiotique se fait en continu et donc la résistance d’accès ne peut pas 
rester stable sur des enregistrements de longue durée, ce qui présente un inconvénient majeur 
pour une étude pharmacologique en configuration « potentiel imposé ». Le « patch-perforé » 
est d’ailleurs préférentiellement utilisé pour des expériences de « courant imposé ». 
L’effet mis en évidence est post-synaptique et requiert la stimulation de la PKA. Le 
caractère post-synaptique de cet effet est en accord avec les études précédentes décrivant une 
expression préférentiellement post-synaptique des récepteurs D5 au niveau du NST chez le rat 
(Svenningsson and Le Moine, 2002; Baufreton et al., 2003; Rommelfanger and Wichmann, 
2010). Nos résultats sont également en accord avec la seule étude mettant en évidence un effet 
des récepteurs D5 sur les neurones du NST (Baufreton et al., 2003). En effet, la modulation 
du mode de décharge des neurones du NST rapportée dans cette étude passe également par 
l’activation de la PKA. Les effets des récepteurs D5 passeraient, ainsi, préférentiellement par 
la voie de l’adénylate cyclase et de la PKA dans le NST.  
Cependant, c’est la première fois, à notre connaissance, qu’une diminution des courants 
AMPA est décrite en réponse à l’activation de récepteurs de la famille D1 post-synaptiques. 
En effet, dans d’autres structures telles que l’hippocampe, le cortex préfrontal ou le striatum, 
l’activation post-synaptique des récepteurs de la famille D1 et de la PKA est classiquement 
associée à une augmentation des courants AMPA. Il est donc possible qu’un intermédiaire 
activé par la PKA entre en jeu dans l’effet que nous rapportons ici. 
Deux études ont montré que l’activation des récepteurs de la famille D2 entraînait une 
diminution de la transmission glutamatergique au niveau du NST (Shen and Johnson, 2000; 
Yamawaki et al., 2012). Les synapses cortico-NST représentant une grande part des 
afférences glutamatergiques du NST, il est probable que les récepteurs D2 réduisent 




également la transmission synaptique au niveau de la synapse cortico-NST. Ainsi, la 
dopamine pourrait avoir un effet inhibiteur global sur la transmission cortico-NST en agissant 
à la fois sur les récepteurs de la famille D2 pré-synaptiques et sur les récepteurs D5 post-
synaptiques. En condition physiologique, la dopamine limiterait donc l’influence inhibitrice 
de la voie hyperdirecte sur le thalamus, ce qui favoriserait l’initiation du mouvement selon le 
modèle classique des GB. A l’inverse, en condition physiopathologique, comme lors de la 
maladie de Parkinson, la diminution du tonus dopaminergique sur la synapse cortico-sous-
thalamique entraînerait une favorisation de la transmission cortico-NST, ce qui contribuerait à 
augmenter la puissance inhibitrice de la voie hyperdirecte sur le thalamus et donc empêcherait 
l’initiation du mouvement. Cette hypothèse est appuyée par l’augmentation de l’activité des 
neurones du NST observée dans des modèles animaux de la maladie de Parkinson (Galvan 
and Wichmann, 2008). Si on considère l’implication de la voie hyperdirecte dans la sélection 
des patrons moteurs désirés, la dopamine contribuerait à limiter l’inhibition de la voie cortico-
NST pour permettre à la voie directe d’activer les patrons moteurs désirés en condition 
normale. En condition de déplétion dopaminergique, l’inhibition de la voie hyperdirecte sur le 
thalamus serait trop forte et généralisée, ce qui élèverait le seuil à partir duquel une activation 
de la voie directe désinhibe les territoires thalamiques correspondant aux patrons moteurs 
désirés. Il faut cependant garder à l’idée que les récepteurs D5 ont une activité constitutive et 
pourraient donc permettre de conserver un tonus inhibiteur sur la transmission 
glutamatergique, même en condition de déplétion dopaminergique. Il serait à ce titre 
intéressant d’étudier les effets de l’activité intrinsèque des RD5 sur la transmission cortico-
NST à l’aide d’un peptide découplant ou d’agonistes inverses des récepteurs D5, comme par 
exemple le flupenthixol, afin de mesurer l’importance du tonus exercé par l’activité 
intrinsèque du récepteur D5 sur la transmission cortico-NST. 
Les résultats préliminaires obtenus au cours de la thèse soulignent qu’il est possible 
d’étudier spécifiquement la synapse cortico-NST. En effet, l’utilisation de stimulations 
électriques pour étudier un éventuel effet des récepteurs D5 sur la transmission 
glutamatergique n’a donné aucun résultat global chez les souris D1-/- et D5-/-. Même s’il est 
nécessaire de confirmer ce résultat chez des souris C57bl6 sauvages, le manque de 
discrimination entre les différentes afférences glutamatergiques dans les études publiées 
jusqu’ici pourrait expliquer l’absence de données décrivant un effet des récepteurs de la 
famille D1 sur la transmission glutamatergique au niveau du NST, malgré leur proximité avec 




les synapses glutamatergiques. Ces données confirment la nécessité d’augmenter le niveau de 
précision des études fonctionnelles et anatomiques s’intéressant aux effets ou à l’expression 
des récepteurs dopaminergiques vis-à-vis des différentes afférences glutamatergiques du NST. 
Il serait intéressant, à ce titre, de réaliser des expériences de microscopie électronique sur des 
animaux injectés avec un traceur antérograde dans le cortex moteur ou le noyau 
parafasciculaire du thalamus afin d’étudier la distribution des récepteurs D5 par rapport aux 
différentes afférences glutamatergiques du NST. Nous avons commencé ce type d’expérience 
en collaboration avec l’équipe du Dr. J.L. Lanciego à Pampelune. D’après nos résultats de 
pharmacologie, nous nous attendons à ce que l’expression du récepteur D5 soit 
préférentiellement localisée à proximité des synapses cortico-NST. De même, les résultats 
préliminaires de l’équipe d’Alicia Rivera présentés dans la figure 30 sont importants car ils 
montrent 1) que les RD5 sont principalement exprimés au niveau des épines dendritiques des 
neurones sous-thalamiques et 2) un changement d’expression des récepteurs D5 chez les 
animaux en condition de déplétion dopaminergique. 
4. LA SYNAPSE CORTICO-SOUS-THALAMIQUE JOUE UN ROLE DE FILTRE 
PASSE-BAS 
Les travaux réalisés pendant la thèse ont également mis en évidence que les synapses 
cortico-NST ont des propriétés de filtre passe-bas. Ainsi, en condition physiologique, la 
synapse cortico-NST favoriserait le transfert des informations corticales à basse fréquence et 
réduirait l’influence des messages corticaux à haute fréquence sur le NST.  
Ces résultats s’opposent à ceux précédemment décrits (Shen et al., 2003; Bosch et al., 
2012; Yamawaki et al., 2012). En effet, aucune plasticité à court terme n’a été mise en 
évidence, que ce soit au niveau de la synapse cortico-NST ou au niveau des synapses 
glutamatergiques du NST en général. Cependant, les études réalisées jusqu’ici se sont 
concentrées sur la plasticité à court terme exprimée après seulement deux stimulations. Ceci 
ne permet pas d’évaluer la plasticité à court terme exprimée lorsque la synapse cortico-NST 
reçoit des trains de stimulations, ce qui est plus probable en conditions physiologiques. Si on 
se concentre uniquement sur la plasticité à court terme exprimée après deux stimulations, nos 
résultats rejoignent ceux rapportés par Bosch et coll. pour les fréquences inférieures à 20 Hz. 
En revanche, à 20 Hz et 40 Hz nous mettons en évidence une dépression à court terme de la  
  





Figure 30 : Les récepteurs D5 sont principalement localisés au niveau du tronc 
dendritique des neurones du NST et leur nombre augmente en condition de déplétion 
dopaminergique. 
Résultats préliminaires obtenus par l’équipe d’Alicia Rivera (Malaga, Espagne). A : 
Histogramme illustrant le nombre de structures identifiées comme soma, tronc dendritique, 
épine dendritique, axones non myélinisés ou « non défini » présentant une immunoréactivité 
pour le récepteur D5. Trois conditions : contrôle, côté non lésé (« sham ») et côté lésé (« DA-
depleted »). *, différence significative entre côté lésé et  côté non lésé. Test de Kruskal-Wallis 
suivi d’un test de Dunn. B : Image de microscopie optique d’une coupe coronale de cerveau 
de rat lésé à la 6-OHDA après révélation de la tyrosine hydroxylase. On remarque une 
disparition des fibres dopaminergiques dans le striatum du côté de la lésion (hémisphère droit) 
par rapport au côté non lésé (hémisphère gauche). C-D : Images de microscopie électronique 
montrant les différentes localisations des récepteurs D5 (étoiles) dans le noyau sous-
thalamique d’un rat lésé à la 6-OHDA. C : tronc dendritique (d) avec une épine dendritique 
(s) montrant la synapse asymétrique d’une terminaison synaptique (t). D : Récepteurs D5 dans 
un tronc dendritique, terminaison (t). E : Récepteurs D5 associés au réticulum endoplasmique 
dans le cytoplasme d’un neurone sous-thalamique. m = mitochondrie. 




synapse cortico-NST dès la deuxième stimulation. Deux grandes différences entre notre étude 
et celle de Bosch et coll. pourraient expliquer ces résultats divergents.  
La première est purement technique. En effet, nous avons utilisé l’optogénétique et 
stimulé directement les fibres cortico-NST au niveau de la capsule interne ou du NST alors 
que Bosch et coll. ont utilisé des tranches parasagitales permettant de stimuler électriquement 
les somas des neurones cortico-NST. Une étude très récente rapporte des différences entre 
stimulation optique et électrique (Jackman et al., 2014). D’après cette dernière, l’utilisation de 
l’optogénétique aurait tendance à favoriser l’apparition d’une dépression synaptique à court 
terme lors de stimulations répétées. Cependant, cette observation varie selon la synapse 
étudiée, le modèle d’expression utilisé pour la ChR2 ou encore selon que l’on stimule les 
corps cellulaires, les fibres ou les terminaisons des neurones post-synaptiques. D’après 
Jackman et coll., il serait préférable d’utiliser des animaux transgéniques et de stimuler les 
corps cellulaires des neurones pré-synaptiques pour éviter de favoriser l’apparition d’une 
dépression à long terme. Ainsi, la dépression que nous avons observée à 20 Hz et 40 Hz 
pourrait venir de l’utilisation de l’optogénétique. Cependant, plusieurs arguments vont à 
l’encontre de cette hypothèse. Premièrement, il nous est arrivé à plusieurs reprises d’obtenir 
des potentialisations sur le PPR à ces fréquences dans certaines cellules, ce qui montre que la 
stimulation optique n’entraîne pas systématiquement une dépression dans nos conditions. 
Deuxièmement, même si ce modèle présente des inconvénients, lorsque nous avons réalisé 
des trains de stimulations optiques sur des souris Thy-ChR2, qui est un modèle de souris 
transgénique, nous avons observé le même type de dépression à 20 et 40 Hz. Troisièmement, 
lorsque nous avons reproduit ces expériences chez des rats sauvages en utilisant une 
stimulation électrique, nous avons obtenu le même type de profil de plasticité à court terme. 
Dans ces conditions, nous retrouvons une absence de plasticité à court terme des afférences 
glutamatergiques du NST après deux stimulations, comme dans les autres études. En 
revanche, après 8 stimulations électriques, nous obtenons le même profil que chez le rat 
injecté avec un virus antérograde, c’est-à-dire une dépression à court terme (figure 31). 
Quatrièmement, la transmission synaptique induite au niveau du NST est bien dépendante des 
potentiels d’action, ce qui montre qu’une éventuelle dépolarisation des terminaisons 
synaptiques due à l’activation de ChR2 est faible dans nos conditions, puisqu’elle ne suffit 
pas à entraîner une libération de glutamate à elle seule. De plus, nous avons essayé d’obtenir 
un profil de transmission en stimulant uniquement les fibres afférentes ou directement les  





Figure 31 : Profil de plasticité à court terme des synapses glutamatergiques du NST 
obtenu par stimulation électrique de la capsule interne chez le rat. 
La stimulation de la capsule interne à l’aide d’une électrode bipolaire standard active les 
afférences pré-synaptiques du NST quelle que soit leur origine (corticale, pallidale, 
thalamique, mésencéphalique…). En présence d’inhibiteurs des récepteurs du GABA, les 
synapses glutamatergiques présentent une propriété de filtre passe-bas pour 8 chocs dans 
toute la gamme de fréquence testée. Noter l’absence de plasticité synaptique lors de 
stimulations appariées. * = significativement différent de 1. Test des rangs signés de 
Wilcoxon. 
 




terminaisons synaptiques sur une seule cellule. Ces expériences sont encore en cours puisqu’il 
est très difficile d’enregistrer le même neurone, tout en déplaçant la fibre optique et qu’il 
arrive très souvent qu’il ne soit pas possible d’obtenir de réponse synaptique significative en 
ne stimulant que les fibres au niveau de la capsule interne. Nous avons également utilisé de 
grands temps de pause entre chaque protocole de trains et après 40 Hz nous avons toujours 
changé de tranche afin d’éviter d’induire des phénomènes de plasticité à plus long terme. De 
même, comme pour les expériences de pharmacologie, nous avons vérifié la stabilité du 
premier EPSC de chaque train. 
La deuxième différence majeure entre l’étude de Bosch et coll. et la nôtre est le degré de 
spécificité de la stimulation. En effet, nous n’avons pas ciblé la même zone corticale que 
Bosch et coll. et l’utilisation de la transfection nous a permis d’obtenir des réponses 
synaptiques plus robustes et donc impliquant probablement un plus grand nombre 
d’afférences corticales.  
Pour résumer, malgré toutes les précautions mises en œuvre, il est possible que les 
résultats obtenus surévaluent l’importance de la dépression observée. Cependant, il est peu 
probable que l’optogénétique soit, à elle seule, responsable de la dépression à court terme 
observée dans nos conditions. Enfin, il est très difficile de réaliser une expérience répondant à 
cette interrogation dans le cadre de l’étude de la synapse cortico-NST, puisqu’il est 
impossible de comparer avec la même spécificité stimulation électrique et optique au niveau 
de cette synapse. 
 
D’un point de vue fonctionnel, la voie hyperdirecte ayant une influence inhibitrice sur 
l’initiation des actes moteurs, les propriétés de filtre que nous avons mises en évidence 
contribueraient à réduire l’influence inhibitrice de la voie hyperdirecte sur l’initiation du 
mouvement pour des fréquences élevées. Sachant qu’une partie des fibres cortico-NST sont 
des collatérales de la voie cortico-spinale, la voie hyperdirecte peut être activée lorsqu’un acte 
moteur est commandé par le cortex à la moelle épinière. Il sera important de connaître la 
fréquence de décharge des neurones corticaux qui projettent sur le NST pour savoir si elle est 
caractérisée par une augmentation du rythme de décharge (comme celle des neurones cortico-
spinaux). Si tel est le cas, nos résultats prédisent une dépression à court terme de la synapse 
cortico-NST lors d’un mouvement. Ainsi, lorsqu’un mouvement est produit, l’augmentation 
de la fréquence de décharge du cortex serait moins répercutée sur le NST grâce aux propriétés 




de filtre passe-bas de la synapse cortico-NST. Ceci contribuerait à faciliter l’activation du 
thalamus par la voie directe lorsqu’un mouvement est en cours. Ce processus pourrait 
permettre d’éviter un blocage du réseau des GB lorsqu’un message est transmis par le cortex à 
la moelle épinière, voire même, de favoriser la sélection de nouveaux patrons moteurs 
lorsqu’un mouvement est déjà engagé.  
Il serait intéressant d’étudier les propriétés de plasticité à court terme de la synapse 
cortico-NST en condition de déplétion dopaminergique. En effet, d’après plusieurs études, 
l’activité corticale serait modifiée lors de la maladie de Parkinson et la régularisation de celle-
ci, que ce soit par stimulation directe du cortex ou par stimulation antidromique lors de la 
stimulation cérébrale profonde, est importante pour améliorer les symptômes de la maladie 
(Drouot et al., 2004; Li et al., 2012; Degos et al., 2013). Ainsi, selon les propriétés de filtres 
exprimées par la synapse cortico-NST dans ces conditions, l’influence du cortex sur le NST 
pourrait être amplifiée ou réduite et contribuer à aggraver les symptômes de la maladie. De 
plus, la stimulation cérébrale profonde pourrait induire des changements à long terme des 
propriétés de la synapse cortico-NST, en particulier les propriétés de plasticité à court terme. 
Il serait donc intéressant d’étudier les effets de la stimulation cérébrale profonde sur la 
plasticité à court terme de la synapse cortico-NST pour mieux comprendre l’origine de ses 
effets.  
Au final, il faut rappeler que l’interprétation de nos résultats dépend en grande partie du 
rythme de décharge des neurones cortico-NST, à la fois au repos et lors d’un mouvement. 
Très peu de données sont disponibles concernant les propriétés des neurones cortico-NST. Il 
n’y a même aucune donnée disponible dans la littérature concernant le comportement de ces 
neurones lors d’un mouvement. Il est donc important de mieux caractériser l’activité des 
neurones corticaux-NST, que ce soit au repos ou lors de la réalisation d’un mouvement in 
vivo. Il serait également nécessaire d’étudier les neurones cortico-NST in vitro, que ce soit en 
condition normale ou chez des modèles expérimentaux de la maladie de Parkinson afin de 
déceler d’éventuels changements de leurs propriétés intrinsèques. La caractérisation plus 
approfondie des neurones cortico-NST permettrait ainsi, d’avoir une vue d’ensemble du 
système étudié. Dans ce but, nous avons réalisé des injections stéréotaxiques de virus 
rétrograde dans le NST chez le rat. Ce type de virus permet de faire exprimer la protéine 
fluorescente mCherry dans les neurones qui projettent sur le lieu d’injection. Dans nos 
expériences, le virus étant injecté dans le NST, les neurones du cortex moteur expriment 




mCherry, ce qui nous permet de les repérer. Au cours d’expériences électrophysiologiques 
préliminaires nous avons ainsi repéré et enregistré des neurones cortico-NST dans la couche 
V du cortex moteur sur tranche de cerveau de rat (figure 32). Il nous sera donc bientôt 
possible d’étudier les propriétés intrinsèques des neurones cortico-NST chez le rat normal et 
6-OHDA.  
Nous avons également réalisé des expériences préliminaires utilisant des injections 
spinales de virus rétrograde faisant exprimer la protéine fluorescente GFP dans les neurones 
infectés afin de cibler les neurones cortico-spinaux chez le rat. Les neurones cortico-NST 
étant au moins en partie des neurones cortico-spinaux, ce type d’approche pourrait nous 
permettre de comparer les propriétés des neurones cortico-spinaux avec celles des neurones 
cortico-NST, voire même d’étudier spécifiquement les synapses cortico-NST recevant des 
informations transmises à la moelle épinière en utilisant un virus portant le gène de la ChR2. 
Cependant, les tests réalisés jusqu’ici ne nous ont permis de marquer que quelques neurones 
pyramidaux dans la couche V du cortex par tranche de 100 µm, ce qui est trop peu pour 
réaliser des stimulations optiques des fibres cortico-NST issues de ces neurones au niveau de 
la capsule interne (figure 33).  
Par ailleurs, l’étude du profil de plasticité à court terme pourrait être étendue aux autres 
synapses glutamatergiques projetant sur le NST. Il serait intéressant d’étudier d’éventuelles 
différences de propriétés de plasticité à court terme entre les synapses provenant des différents 
cortex. En effet, de telles variations auraient une forte influence sur l’impact des diverses 
structures ou aires corticales sur le NST.  
 
  






Figure 32 : Repérage et enregistrements de neurones cortico-sous-thalamiques. 
A : Neurones pyramidaux de la couche V du cortex moteur dans une tranche vivante de 
cerveau de rat. L’animal a reçu une injection stéréotaxique de solution contenant un virus 
recombinant rétrograde (rRABV-mCherry) ciblant le noyau sous-thalamique L’expression de 
la protéine fluorescente mCherry par les neurones infectés permet de repérer les neurones 
cortico-sous-thalamiques. B : Enregistrement électrophysiologique des propriétés de neurones 
cortico-sous-thalamiques en mode courant imposé. Au cours de ces expériences préliminaires, 
nous avons enregistré le potentiel de repos (haut) d’un neurone cortico-sous-thalamique ainsi 
que les variations du potentiel de membrane de ce dernier (milieu) en réponse à l’injection 
intracellulaire de créneaux de courants positifs et négatifs (bas). 






Figure 33 : Marquage rétrograde de neurones cortico-spinaux. 
A : Vue à faible grossissement du cortex d’une coupe de cerveau de rat. L’animal a reçu une 
injection stéréotaxique de vecteur d’expression rétrograde (FuG-B-MND-EGFP-WPRE) dans 
la moelle épinière. La révélation du marqueur neuronal NeuN (gauche) permet de différencier 
les couches corticales. La révélation de l’EGFP exprimée par les neurones infectés permet de 
visualiser les neurones cortico-spinaux (milieu). Noter la localisation de ces neurones dans la 
couche V du cortex sur la superposition des deux marquages (droite). Echelle : 250 µm. B : 
Neurones pyramidaux cortico-spinaux exprimant l’EGFP observés à plus fort grossissement. 
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Herein we present methodogical approaches for the identification and characterization 
of dopamine receptors in the subthalamic nucleus, a component nucleus of the basal ganglia, 
at pre-and post-synaptic locations, and of their roles with an emphasis given to the dopamine 
D5 receptor subtype. This chapter focuses on the possible sources of divergence between 
electrophysiological studies, and describes the pharmacological tools available for functional 
studies of this receptor. The procedures for single-cell reverse transcription PCR identification 
of dopamine D5 receptor mRNA and immunochemical detection of the receptor at cellular 
and sub-cellular levels are presented. 
 
Key words 
D5 dopamine receptor; subcellular localization; single cell RT-PCR; 
immunohistochemistry; electron microscopy 
 
1) Introduction 
The basal ganglia (BG) are a network of several interconnected subcortical nuclei. They form 
somatotopically-organised cortico-cortical loops controlling voluntary movement, as well as 
cognitive and motivational aspects of motor behaviour (1). The subthalamic nucleus (STN) 
plays a prominent role in the BG for several reasons: i) it is an input structure of the network, 
in the ‘hyperdirect’ pathway; ii) it is the sole excitatory (glutamatergic) nucleus in the BG; iii) 
together with these properties, the pacemaker activity of subthalamic neurons may confer on 
the STN the ability to drive the whole BG network; and finally, iv) high frequency electrical 
stimulation of the STN is used as a symptomatic treatment for Parkinson's disease in humans.  
Dopamine (DA) is critical for the functions supported by the BG. It originates from 
midbrain DA neurons in the substantia nigra pars compacta and the ventral tegmental area. 
Axons from these neurons extend through the medial forebrain bundle to provide rich DA 
innervation of the striatum and more limited innervation of other basal ganglia regions, 
including the STN (2,3). In the STN, DA is released from en passant tyrosine hydroxylase 
immunoreactive axons that form synapses. DA fibres and release sites are sparse and local 
electrical stimulation evokes low extracellular DA concentrations (4). Thus, a 1 sec train of 
stimulations at 50Hz evoked action potential-dependent release of DA in the STN, with a 





measured upon a single stimulation in any striatal territory using the same voltametric method 
(2,4-6). It is unknown whether DA release also occurs at non synaptic sites.  
 
1.1 Dopamine receptor (DAR) repertoire in the STN 
Anatomical and functional studies, using techniques such as radioligand binding, 
immunohistochemistry for light and electron microscopy, electrophysiology, and single cell 
RT-PCR have established that D1 (D1R, D5R) and D2 (D2R, D3R, D4R) receptor families 
are present and functional in the STN (for review, see (7,8)). D1R are expressed on afferent 
(pre-synaptic) terminals in the primate STN, whereas D5R are expressed post-synaptically in 
subthalamic neurons of rats and monkeys (9,10,7,11). Activation of D1 receptor family 
increases the firing frequency of STN neurons in rat brain slices (12,13). D5R activation 
enhances evoked and spontaneous burst-firing duration, acting on the CaV1 channel in vitro 
and in vivo, through the adenylyl cyclase-cAMP-PKA cascade in burst-competent STN 
neurons (10,12).  
The D2 receptor family are present at pre- and post-synaptic sites within the STN. Activation 
of postsynaptic D2R and D3R depolarizes subthalamic neurons, increases their firing fre-
quency and excitability, but reduces their bursting potency. Thus, post-synaptic D2R have the 
ability to turn burst firing into single-spike firing (14,15,12). Pre-synaptic D2R or D3R activa-
tion reduces the initial release probability of GABA and glutamate by afferent terminals 
(16,17). D4Rs may be expressed pre-synaptically, possibly indicating an involvement in the 
control of GABA-afferent transmission to the STN (18).  
 
1.2 Demonstration of DAR action  
The identity of DARs acting in the STN was revealed by patch clamp experiments in 
whole-cell, cell-attached, and perforated-patch configurations in rodent brain slices (see Note 
1). We will review the procedures and comment on the potential source of discrepancies 
between the studies. Our main technical focus is the identification of D5R action.  
In the cell-attached configuration, the membrane, the neuron metabolism, and, thus, the 
ionic buffering, channel activity, and transduction pathways of DARs remain intact. The 
perforated patch, using the pore–forming molecule gramicidin to obtain electrical access to 





disadvantageous and may emphasize pre-synaptic actions of DARs to the detriment of post-
synaptic actions that may necessitate the preservation of neuron cytosol (see Note 2). 
 
1.2.1 DAR agonists 
The commonly used agonists of D1 and D2 receptor families (SKF81297 and 
SKF82958, and quinpirole), at concentrations of 5-10 µM, did not induce co-activation of 
receptors in these 2 families. These concentrations, used in perfusion on brain slices, seem a 
good compromise between specificity and power of action (12) (see Note 3). SKF81297, 
SKF82958, and SKF38393, at concentrations of 2-5 µM in Krebs medium perfusion, acted on 
burst firing. There was no qualitative difference in the action of these drugs, which all 
induced a significant increase in burst duration, accompanied by an increase in action 
potentials per burst (10) (see Note 4). This phenomenon was caused by activation of the post-
synaptic membrane receptors and protein kinase A, followed by Cav1 channel 
phosphorylation. It was marked in approximately 90 % burst-competent neurons (10) (see 
Note 5). The burst firing capacity was linked to differential coupling of apamin-sensitive SK 
channels to Ca
2+
 channels (19). Furthermore, co-application of SKF81297, SKF82958, or 
SKF38393 together with the antagonist SCH23390 had no effect (see 2.1.2 and Note 6). 
Similarly, SKF81297 (5 µM) did not change the amplitude of inhibitory post-synaptic 
currents or the short term dynamics of the pallido-subthalamic GABAergic synapses, 
controlled by D2R and /or D3R receptors (17). To determine which subtype of D2 receptor 
family was acting on CaV 2.2 channels expressed at the subthalamic neuron membrane, 
PD168077 was applied to acutely-dissociated subthalamic neurons. The affinity of PD168077 
for the D4R is about 10 nM, whereas its affinity for D2 and D3 receptors is approximately 3 
µM. In contrast to quinpirole (10 µM), PD168077 (1 µM) did not alter the voltage-dependent 
calcium current amplitude (14) ruling out a role of D4R. 
 
1.2.2 DAR antagonists 
DAR antagonists may be used to probe the action of physiologically released DA, or to 
examine the action of exogenously applied DAR agonists. Given the location of the STN in 
the rodent brain, brain slices containing the STN do not usually retain the whole repertoire of 
afferent cell bodies (20,21). The experimental results of most groups studying the STN slices 





GABA or glutamate onto subthalamic neurons, producing spontaneous and miniature post-
synaptic potentials and currents. Dopaminergic fibres in the STN are unlikely to release DA 
in the same mode as glutamatergic fibres release glutamate. Rather, DA release is thought to 
be generally designed for volume transmission and its diffusion may cause spillover onto 
extrasynaptic receptors (2). No evidence of DAR antagonist action and, thus, tonic action of 
DA, has been detected in the STN in brain slices. This may simply be due to the fact that 
either DA is washed out of slices continuously bathed in Krebs-derived solutions, or severed 
DA afferents do not retain the properties of intact dopamine neurons. As noted earlier, local 
electrical stimulation induced transient increases in extracellular DA concentration. 
Stimulation consisted of 1 sec trains at 50 Hz, designed to reproduce burst-firing in 
dopaminergic axons. The DA increase lasted approximately 5 sec and peaked in the 100-500 
nM range (4). The features of such a phasic DA release have not yet been reproduced 
experimentally. 
A number of DAR antagonists discriminate between D1 and D2 receptor families, since 
their affinity for receptors in these two families differs 100- to 1000-fold. Thus, the Ki values 
of D2-class antagonists, such as sulpiride and raclopride, are below 50 nM for D2 receptor 
family and above 5 µM for D1 receptor family. SCH23390 is even more discriminant, with a 
ratio of 1000 (Ki of 0.5 nM for D1/D5 receptors vs 500 nM or more for D2/D3/D4 receptors) 
(22). SCH23390 and raclopride can facilitate discrimination between D1 and D2 receptor 
families, when used in brain slices at concentrations of 10 and 5 M, respectively. Thus, in 
the STN, raclopride did not prevent the action of any of the 3 agonists (SKF81297, SKF82958 




Exogenous DA has only been tested so far using bath application or superfusion of 
brain slices. Its effect, at high concentrations (30 -100 µM), on the spontaneous firing rate of 
subthalamic neurons in brain slices, was investigated in conjunction with a variety of 
dopaminergic agonists and antagonists. Results obtained with these dopaminergic drugs have 
led to the suggestion of an unconventional pharmacology of DAR in the STN (23). However, 
studies using different approaches suggest that this unconventional pharmacological 









 conductances, and inhibitory or excitatory synaptic 
potentials/currents) by several DAR subtypes. 
DA at concentrations detected in the STN on local electrical stimulation using fast 
voltammetry has not been tested in brain slices from normal animals. The only evidence of 
DA action in the 100-500 nM range was obtained in a 6–OHDA experimental model of 
Parkinsonism: GABAergic but not glutamatergic transmission was inhibited by DA at 100 
and 300 nM (24). 
 
1.2.4 No specific tools to distinguish between D1 receptor subtypes 
No subtype-selective ligands of receptors in the D1 family have been experimentally 
tested on neurons. Thus, there are no validated pharmacological tools for distinguishing 
between D1 and D5 action. For the moment, agonists and antagonists for D1 receptor family 
can be used to activate DARs, as described above, in brain slices obtained from transgenic 
animals bearing a null or truncated DAR (10). A mouse line bearing a null mutation for the 
D1R was generated by Drago and coll. (25). Mutant mice have a neomycin 
phosphotransferase gene inserted in the region of the D1R gene leading to the excision of the 
third intracellular loop and downstream encoded sequence. Their use is freely granted by Dr 
Drago on request. They can also be purchased from the Jackson laboratory (Bar Harbor, 
Maine, USA). D1R mutant mice exhibit normal coordination and open field activity, but 
fewer rearing events than their non-mutant littermates (see Note 7). Sibley et al. generated 
D5R-deficient mice by including a neomycin gene in the D5R gene, to disrupt the reading 
frame downstream from the fourth intracellular loop (26). MTAs may be obtained from Dr 
Sibley. Mice homozygous for the mutant D5R show discrete deficits (see Note 8). 
 
1.2.5 Cis-(Z)-flupenthixol 
Constitutive activity was recognised from the earliest studies as a typical feature of 
recombinant D5R (27,28). Given that burst-competent neurons in the STN express D5R but 
not D1R, the constitutive activity of D5R may be involved in the motor deficits observed in 
experimental Parkinsonism. Interestingly, the burst-potentiating action resulting from the 
constitutive activity of D5R may be maintained in the dopamine-depleted state, i.e. when the 





A number of psychoactive drugs have been shown to behave as inverse agonists of 
recombinant D5R, the most effective and specific being fluphenazine, (+)butaclamol and cis-
(Z)-flupenthixol (29,30). The 3 drugs acted on evoked bursts from subthalamic neurons in 
brain slices (31). Cis-(Z)-flupenthixol alone produced the changes expected from an inverse 
D5R agonist (see Note 9). Then, cis-(Z)-flupenthixol was used in behavioural experiments; in 
vivo and in vitro electrophysiological recordings of STN neurons; and ex vivo functional 
neuroanatomy studies. Taken together, the data indicated that subthalamic D5R, acting on 
CaV1 channels, were involved in the pathophysiology of Parkinson’s disease and that 
administering an inverse agonist of these receptors was likely to lessen motor symptoms (31). 
The combined use of agonists, antagonists, inverse antagonists, and KO mice revealed a 
cellular function of D5R involved in the physiology as well as physiopathology of STN. The 
identity of receptor (D5R vs D1R) has been unequivocally demonstrated by single-cell RT-
PCR. Cellular and subcellular localizations of D5R have been defined by 
immunohistochemistry. The two methods are discussed in the following section. 
 
1.3 Single-cell reverse polymerase chain reaction and immunohistochemistry 
Single-cell reverse polymerase chain reaction (scRT-PCR) offers a unique advantage 
for exploring the mRNA repertoire encoding DARs in single neurons with a known 
functional profile. Thus, whole-cell recordings of subthalamic neurons in brain slices and 
acutely dissociated subthalamic neurons are followed by scRT-PCR analysis of mRNA 
encoding D1 or D2 receptors (14,10). We describe in this chapter the procedure used in (10) 
to detect mRNA of receptors in the D1 receptor family in burst-competent subthalamic 
neurons. 
D5R localization at the cellular and subcellular levels contributed to deciphering the 
role of this DAR in the STN. It is particularly interesting to demonstrate not only the 
presence of D5R in the STN but also its pre- and/or postsynaptic localization and, therefore, 
its relevance to the BG network. Typically, antibodies are generated against a peptide 
sequence of 10-12 amino acids exclusive to the dopamine receptor under study. In the case of 
D5R localization, this procedure requires a highly-specific antibody that recognizes the 
antigen but has no cross-reactivity with other DARs, e.g. D1R. In the experiment below, a 





rabbit was used (32), although commercial alternatives are also available (e.g. D5R antibody 
#BP124S from Acris). 
 
2. Materials 
2.1 Single-cell RT-PCR 
All solutions and reagents must be RNase free. 
1. Sterilized 1.5-ml microcentrifuge tubes. 
2. Automatic pipets capable of dispensing 1 to 20 μl and 20 to 200 μl 
3. Sterilized, RNase-free disposable tips for automatic pipets 
4. Disposable latex gloves 
5. RNase-free DNase I 
6. RNase-free water. 
7. Thin-walled PCR tubes 
8. Hexamer random primers 
9. The four deoxyribonucleotide triphosphates 
10. Dithiothreitol 
11. Ribonuclease inhibitor  
12. Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase  
13. Taq DNA polymerase 
14. Tris buffered at pH 8 
15. 100 mM MgCl2 
 
2.2 Immunohistochemistry for light microscopy 
1. Sodium pentobarbital 
2. Needles (25 gauge) and 1.5 ml syringes 
3. Perfusion pump 
4. 0.1 mM phosphate-buffered saline, pH 7.4 (PBS) 
5. Paraformaldehyde 
6. 10 ml glass collecting vials 
7. Sucrose 
8. Dry ice 





10. 6-well plates 
11. Sodium azide 
12. Hydrogen peroxide solution 30%(w/w) 
13. Polyclonal D5R antibody (See introduction, section 1.3) 
14. Triton X-100 
15. Biotinylated goat anti-rabbit IgG antibody 
16. Horseradish peroxidase-conjugated streptavidin  
17. 3-3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate (DAB) 
18. Nickel ammonium sulphate 
19. Silane coated microscope slides 
20. 50%, 70%, 96%, and 100% ethanol 
21. Xylene 
22. Coverslip 
23. Histology slide mounting medium 
 
2.3 Immunohistochemistry for electron microscopy 
1. Sodium pentobarbital 
2. Needles (25 gauge) and 1.5 ml syringes 
3. Perfusion pump 
4. 0.1 mM phosphate-buffered saline, pH 7.4 (PBS) 
5. Paraformaldehyde 
6. Glutaraldehyde 
7. 10 ml glass collecting vials 
8. Vibratome (Leica) 
9. 6-well plates 
10. Sodium azide. 
11. Hydrogen peroxide solution 30%(w/w) 
12. Polyclonal D5R antibody 
13. Biotinylated goat anti-rabbit IgG antibody  
14. Horseradish peroxidase-conjugated streptavidin  
15. 3-3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate (DAB) 





17. Petri dishes glass (44 x 12 mm) 
18. 50%, 70%, 96%, and 100% ethanol 
19. Uranyl acetate dehydrate 
20. Acetone 
21. Durcupan ACM (araldite base embedding agent for electron microscopy)  
22. Oven incubator 
23. Microscope slides 
24. Plastic sheets 
25. Dissecting scalpel blade 
26. Embedding capsule 
27. Ultramicrotome 
28. Diamond knife 
29. Microdissecting forceps 
30. Nickel grids 
31. Grid storage box 
32. Lead citrate 
33. Sodium hydroxide  
 
3. Methods 
3.1 Single-cell RT-PCR 
3.1.1 Harvesting cell content  
1. Patch neurons and then hold in a whole-cell configuration for 5-20 min. Assess electri-
cal properties (e.g. burst competency, defined by spontaneous burst firing, plateau po-
tentials, or post-inhibitory rebounds; see Note 10). Apply negative pressure through 
the pipette holder and maintain for at least 2 min, while the seal and access resistances 
are monitored. Stop aspiration immediately if the seal breaks. (see Note 11). 
2. Withdraw quickly the pipette from the slice; expel its contents into an RNase-free mi-
crocentrifuge tube and immediately place it in a -80 °C freezer (see Note 12). 
 
3.1.2 Single-neuron RT-PCR procedure 
1. Perform reverse transcription using protocols similar to those previously described 





with reverse transcriptase is more efficient than one-hour incubation. The resulting re-
verse transcription product is kept at -80°C until used for PCR amplification (see Note 
13).  
2. Design the primers based on GenBank rat D1 and D5 receptor sequences (accession 
numbers M35077 and NM012768, respectively). Sense primers are D1R-for1: AAG-
CAGCCTTCATCCTGATTAGC; D1R for2: GCATGGACTCTGTCTGTCCTTATA; 
D5R for1: CCATCCTCATCTCCTTCATCCCG; and D5R-for2: 
ACTCAATTGGCACAGAGACAAGG. Antisense primers are D1R-rev2: ACA-
GAAGGGCACCATACAGTTCG; D1R-rev3: GGAGCCAGCAGCACA-
CAAACACC; D5R-rev1: CAGGATGAAGAAAGGCAACCAGC; and D5R-rev3: 
TGCAGAAAGGAACCATACAGTTC (see Note 14). A two-stage amplification 
strategy is designed to detect the low-abundance dopamine receptor mRNAs (see Note 
15). 
3. In the first step, amplify 10 μl of a single-cell template cDNA in a 50 μl PCR reaction 
mixture, using 0.25 μM D1R and D5R-for1 and D5R-rev2 primers. Perform twenty 
cycles: 45 sec at 94°C, 45 sec at 60°C, and 60 sec at 72°C.  
4. Then, use a 1 μl aliquot of this PCR product as a template for a second round of PCR 
amplification, with each pair of specific nested primers (for2 and rev3). Perform PCR 
amplification as described above, but using 35 cycles.  




1. After harvesting the cell content of 3 neurons, fill a pipette as described in 3.1.1. 
Lower the pipette into the slice and withdraw it without attempting to seal a neuron. 
Process the pipette medium as described in 3.1.1 and use it as a control for possible 
contamination. If amplification products are detected, the preceding three harvests are 
discarded. 
2. In addition, harvest and treat a 4th neuron in the same way as the others, omitting the 
reverse transcriptase. This serves as a control for possible nuclear genomic contamina-
tion. However, note that the dimension of a patch pipette tip makes harvesting of the 





3. Also run a PCR control experiment, using water instead of cDNA. 
Sc-RT PCR is very demanding, since all steps in harvesting are crucial. With the blind 
patch technique, approximately 1 in 2 neurons does not yield any amplification products, 
presumably as no significant cell content is harvested. We expect harvesting with a visualised 
set-up to be more productive. However, when scRT-PCR was used to define the expression 
profile of subthalamic neurons and harvesting performed on a visualised set-up, detectable 
levels of D2 or D3 receptor mRNA were found in 37 % and 20 % neurons, respectively, but 
not in all neurons, whereas quinpirole, a broad spectrum D2 receptor agonist, acted on 
virtually all neurons in the STN (14,15). This finding was attributed to the low abundance of 
mRNA encoding DARs in subthalamic neurons (14). 
 
3.2 Cellular and subcellular D5R identification in the STN by 
immunohistochemistry 
3.2.1 Immunohistochemistry for light microscopy 
3.2.1.1 Tissue preparation 
1. Deeply anaesthetize the rat with sodium pentobarbital (60 mg/kg, i.p.) and perfuse it 
transcardially with 0.1 M phosphate-buffered saline, pH 7.4 (PBS), followed by 4% 
paraformaldehyde (w/v) in PBS.  
2. Remove the brain and postfix by immersion in the same fixative at 4°C for 2 h. 
3. Cryoprotect the brain by incubating it in a 30% sucrose solution (w/v) in PBS until it 
sinks to the bottom of the recipient, usually after 72 h. Then, freeze it rapidly in dry ice. 
4. Cut the brain with a freezing microtome to obtain coronal free-floating sections 30 
µm thick. Store the sections in 0.02% sodium azide (w/v) in PBS at 4°C until required for 
immunohistochemistry. Under these conditions, it may be stored for several months. 
 
3.2.1.2 Immunohistochemistry (see Note 16) 
1. Quench the endogenous peroxidase activity of the tissue by incubating it with 3% 
hydrogen peroxide in PBS for 15 min (see Note 17).  
2. Incubate with the D5R antibody diluted in 0.2 % Triton X-100 and 0.1% sodium 





3. Sequentially incubate for 1 h with biotinylated goat anti-rabbit IgG, followed by 
horseradish peroxidase-conjugated streptavidin, both diluted in 0.2 % Triton X-100 in PBS 
(see Note 19). 
4. Develop the peroxidase reaction with a fresh dilution of 0.05% 3-3’-
diaminobenzidine (DAB) tetrahydrochloride, 0.03% nickel ammonium sulphate, and 0.01% 
H2O2 in PBS (see Note 20).  
5. Stop the peroxidase reaction by transferring immunostained sections into fresh PBS.  
6. Mount the immunostained sections on silanized glass slides and air-dry. 
7. Dehydrate the sections by passing through a series of increasing ethanol 
concentrations (50%, 70%, 96%, and 100%) and clear with xylene.  
8. Cover-slip with a mounting medium. 
 
3.2.2 Immunohistochemistry for electron microscopy 
3.2.2.1 Tissue preparation  
1. Deeply anaesthetize the rat with sodium pentobarbital (60 mg/kg, i.p.) and perfuse it 
transcardially with 0.1 M phosphate-buffered saline, pH 7.4 (PBS), followed by 4% 
paraformaldehyde (w/v) and 0.1% glutaraldehyde in PBS.  
2. Remove the brain and postfix by immersion in the same fixative at 4°C for 2 h. 
3. Cut the brain with a vibratome to obtain coronal free-floating sections, 40-50 µm 
thick. Collect the sections in PBS and process immediately for immunohistochemistry. 
 
3.2.2.2 Immunochemistry  
Perform immunohistochemistry as described in section 3.2.1.2 but with the following 
modifications: 
1. Do not include Triton X-100 in any buffer in order to preserve membrane structures.  
2. Develop the peroxidase reaction using only 0.05% DAB and 0.01% H2O2 in PBS. 
3. After the peroxidase reaction, wash the sections with PBS and postfix with 1% 









3.2.2.3 Resin embedding 
1. Dehydrate the immunostained sections in ascending series of ethanol dilutions (50%, 
70%, 96%, and 100%) for 40 min each, and then with 1% uranyl acetate in 70% ethanol, and, 
finally, with acetone (100%). 
2. Embed the sections with 1:1 acetone:Durcupan ACM resin for 1 h and then overnight 
in Durcupan ACM resin. Alternatively, other araldite embedding agents may be used.  
3. Mount sections on glass slides with additional Durcupan ACM resin and cover with 
plastic sheets to flatten them. Polymerize at 60°C for 48 h. After polymerization, remove the 
plastic sheets. 
4. Select STN areas, cut out from the slides, and glue onto previously Durcupan-
polymerised blocks. 
5. Obtain ultrathin sections (50 nm) with an ultramicrotome (see Note 22). Collect the 
sections on nickel grids and contrast with 0.25% lead citrate in 0.1 M NaOH. 
6. Examine with an electron microscope. 
 
4 .  Conclusion 
Patch clamp experiments together with scRT-PCR identification and 
immunohistochemistry have framed DA control of electrical activity of subthalamic neurons. 
However, there are a number of unresolved questions regarding DARs in the STN. The 
absence of functional D1R at post-synaptic sites in pacemaker, burst-incompetent neurons 
within the STN remains ambiguous. Evidence of the action of DARs on identified 
glutamatergic afferents of subthalamic neurons is also missing. It is not known whether DARs 
control the cortico-subthalamic, thalamo-subthalamic, or glutamatergic afferents from 
midbrain structures. Finally, a crucial question is that of possible changes in DAR expression 
and properties in persistent DA-depleted states. In any case, caution should be exercised in 
inferring conclusions on the basis of equating DA absence in normal animals and persistent 
DA-depleted states. As constitutive D5R activity appears to contribute to motor symptoms, 
determining whether the expression of D5R change in experimental models of Parkinson‘s 
disease and in humans is likely to result in a better understanding of the physiopathology of 
this disease.  
There are also a number of unsolved issues but virtually no tools to investigate them. 





of recombinant G-protein-coupled receptors expressed in heterologous systems, but few have 
been used and validated in neurons. Accordingly, knowledge of the DAR transduction 
pathways in subthalamic neurons is limited. It would be useful to have tools that do not cross 
the cell membrane and can be dissolved in pipette medium, and are thus capable of acting at 
the single-neuron level, to differentiate unambiguously between pre- and postsynaptic action 
sites. Such tools are also likely to be valuable for distinguishing functionally-different 
subthalamic neuron subpopulations. New tools should be designed with this capacity. 
‘Uncoupling peptides‘, modelled on the G-protein binding site(s) of D1R and D5R, are most 
urgently needed. 
Wholly unresolved questions include possible synergistic actions of the various DARs 
and their heteromerization. Evidence from native cells and heterologous expression systems 
support the hypothesis that G protein-coupled receptors traffic and signal within higher-order 
complexes (35). Since D2R and D3R mRNAs were found in the same neurons (14), these 
receptors may assemble in heteromers at the membrane of the subthalamic neuron 
subpopulation co-expressing these two subtypes. Heteromerization of D5R and D2R may also 
occur, since D5R-D2R hetero-oligomers were found in HEK293T cells stably expressing 
tagged human D5 and D2 receptors (36). Furthermore, agonist-dependent, molecular cross-
talk between D5R and GABAA receptors was reported to underlie a co-directional decrease in 
GABAA and D5R function (37). In addition, the disparity between D1R and D5R subcellular 
localization, as revealed by recombinant receptor studies (38), as well as the demonstration 
that D1R-NMDA complexes may be a source of NMDA receptors for lateral diffusion to the 
synapses (39), raise the intriguing question of the capacity of D5R to contribute to complexes 
in a similar way.  
The lack of tools to investigate these questions is not only true for the STN but also for 
the other brain regions expressing more than one receptor subtype (e.g. substancia nigra 
reticulata, entorhinal cortex, hippocampus (40-42). 
Finally, a question critically relevant to physiology and physiopathology must be 
tackled in the future. To date, constant, high DA concentrations have been used in brain slices 
to investigate its action. It is highly unlikely that these concentrations mimic the tone of 
ambient DA in the STN. It is even more unlikely that they reflect the acute changes in DA 
that may occur when dopaminergic neurons fire in bursts. Fortunately, new tools may soon 





cre mouse lines are already being used to express channelrhodopsins in substantia nigra pars 
compacta neurons using the Cre-Lox strategy (43-45). This should make it possible to answer 
the remaining questions regarding the affinity states of DARs (high affinity for D2-like 
receptors vs low affinity for D1-like receptors (2)) and their possible relative changes during 
tonic and phasic firing of DA neurons. 
 
5 .  Notes 
Note 1: Frontal, horizontal, sagittal, and parasagittal slices obtained from rats or 
mice, varying in age from 3 weeks to 2 months are routinely used. 
Note 2: Note that comparing the action of 10-100 µM DA, using extracellular, 
single-unit, recordings, on the one hand, and whole-cell patch-clamp, on the other hand, 
have led to contrasting results: virtually all the subthalamic neurons increased their firing 
rate, whereas only 1 in 3 were responsive, respectively (23). 
Note 3: It is often requested that the action of an agonist of receptors in one family is 
tested in the presence of an antagonist of receptors in the other family. We suggest 
conducting this experiment in 2 steps: pre-incubating the slices in an antagonist solution 
for a few minutes, followed by co-application of the antagonist together with the agonist.  
Note 4: This experiment used the blind-patch method, thus obtaining recordings 
from subthalamic neurons deep in the slice, which required a patch pipette with a 
resistance of 10-12 MOhms. We recently recorded spontaneous burst firing and evoked 
bursts using the visualised patch method. We observed that using pipettes with a 
resistance below 10 MOhms, a usual condition in the visualised patch method, often led to 
run down of burst competency i.e. the attenuation, or even disappearance, of plateau 
potentials and rebound bursts in about 30 minutes, whereas all parameters (temperature, 
perfusion rate, composition of intrapipette and perfusion solutions) remained unchanged in 
the blind and visualised experiments. In the same way, dialysis of one or more 
intracellular components, necessary to maintain the transduction pathways of D1 receptor 
family, may be accentuated at low access resistances. 
Note 5: To avoid possible drug-induced priming effects, a slice is perfused once 
with the agonist under study.  
Note 6: In our experiments, successive applications of an agonist and antagonist to a 





or pre-perfusion of an antagonist alone plus co-application of antagonist and agonist was 
effective. 
Note 7: D1R mutant mice die on weaning unless appropriate zoo technical measures 
are implemented to help them access sufficient food. 
Note 8: No significant qualitative difference between mice and rats regarding the 
molecular parameters specifically targeted by DARs has yet been reported, but the type of 
animal model should be taken into account when comparing global responses, such as 
firing patterns or behaviours. 
Note 9: Cis-(Z)-Flupenthixol is a neuroleptic. In order to inhibit any possible action 
via D2R, it was tested at 1 µM in the continuous presence of raclopride (5 µM) in vitro 
and its action compared to that of raclopride in vivo. 
Note 10: Capillaries for pipettes are from a dedicated stock. Always wear gloves to 
handle them. Only pull 2-4 pipettes at a time; store them in a dedicated container. Fill 
pipettes with 10 µl standard pipette medium from a freshly-opened (every day), dedicated, 
stock, using a sterile, plastic tuberculin (1 ml) syringe pulled to an appropriate diameter 
over a flame. Pass the silver filament in the pipette holder through a flame before and after 
each harvest. Apply a positive pressure to the pipette holder before lowering the pipette 
into the bath and do not remove until contact with a neuron is detected (as usual for 
standard patch clamping).  
Note 11: Use a negative pressure provided by depressing a tuberculin connected to 
the pipette-holder suction tube by 0.1-0.2 ml. 
Note 12: To empty the pipette, gently break the tip on the side of a RNase free 
microcentrifuge tube. The pipette medium is then forced into the microcentrifuge tube by 
applying a positive pressure to a tuberculin tightly connected to the pipette by a dedicated 
tubing connection. Perform reverse-transcription as soon as possible after harvesting. 
Note 13: All the steps of the reverse-transcription enzymatic reaction must be 
performed in complete RNase-free conditions. 
Note 14: “Primer-Blast” software may be used to find appropriate primers for any 
mRNA of interest (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome). To avoid amplifying genomic DNA, it is 





intronless D1R and D5R (46). In these cases, a control without reverse transcription is 
suggested (see controls in 3.1.3).  
Note 15: This strategy is of great interest for detecting mRNAs with low expression 
from single neurons. In addition, the use of 4 different specific primers greatly enhances 
the specificity of the amplification process. However, this strategy is not suited to 
obtaining quantitative data. 
Note 16: All the steps were performed with gentle shaking.  
Note 17: Wash with PBS between all the steps (3 times for 10 min each).  
Note 18: Proper D5R antibody dilution is previously determined by testing various 
concentrations. Choose the highest antibody concentration which produces the most 
intense immunohistochemical staining without background. In the case of the polyclonal 
D5R antibody, this was 1:500. We routinely incubate D5R antibody previously pre-
absorbed with the peptide used in its production as a negative control.  
Note 19: Avoid using sodium azide in the horseradish peroxidase-conjugated 
streptavidin dilution buffer as it inhibits enzyme activity. 
Note 20: DAB is carcinogenic to humans. When handling this chemical, avoid all 
contact and work with appropriate protection equipment. We prepare a 10x DAB stock 
solution in 0.05M Tris Buffer (pH 7.6), which is stored at -20°C in an appropriate volume 
for one reaction (aliquots of 500 µl). Nickel ammonium may be used to intensify the 
immunohistochemical signal. 
Note 21: We prepare 4x stock solution by dissolving OsO4 in distilled water, which 
takes a long time. Stock solution may be stored at -20ºC for several months. OSO4 is 
highly toxic. 
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ANNEXE 4 : FORMATIONS EFFECTUEES PENDANT LA THESE 
- Formation au logiciel de gestion de références bibliographiques End-Note (URFIST 
de Bordeaux) 
 
- Formation au logiciel de dessin vectoriel Illustrator (URFIST de Bordeaux) 
 
- Formation à la chirurgie sur la moelle épinière (injections de virus) dans le 
laboratoire du professeur Grégoire Courtine à l’EPFL de Lausanne (1 semaine, juin 
2012) 
 
